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: DNA copia. 
CoASH 
Copro 
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: Coproporfirina. 
Copro 'gen 
Coprogen-0 : Coproporfirin6geno.oxidasa. 
CX : Ciclo heximida. 
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: Porfirina heptacarboxilica. 
Hexa : Porfirina hexacarboxilica. 
HPLC 
INT 
: Cromatografia liquida de alta presi6n. 













: -CH2-CH 2 - C O O H .  
: Porfobilin6geno. 
: Porfobilinogenasa. 
: Porfobilin6geno 'deaminasa. 
: Porfobilin6geno carboxiliasa. 
: p-dimetil amino benzaldehido. 
: Peso molecular. 
PPal : Fosfato de piridoxal. 
Proto : Protoporfirina. 
Proto'gen : Protoporfirin6geno. 
Proto'gen-o : Protoporfirin6geno oxidasa. 
SDH : Succinico dehidrogenasa. 
SDS : Dodecilsulfato de sodio. 
SKF-525 A : Clorhidrato de 2,2 dietil-aminoetil-2,2-difenil- 
valerato. 
Succ. CoA : Succinil Coenzima A. 
Succ. CoA-S : Succinil Coenzima A-sintetasa. 
TCA : Acido tricloroac&tico. 
TCDD : 2,3,7,8-tetracloro dibenzo-p-dioxina. 
Tris : Tri (hidroximetil) aminometano. 
Uro : Uroporf irina. 
Uro-CoS : Uroporfirin6geno 111 cosintetasa. 
Uro 'gen : Uroporfirin6geno. 
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Uro I 1 1  
Copro I 1 1  
Figura 2: Estructura de 10s is6meros I y 1 1 1  d e  
Uroporfirina y Coproporfirina. 
Los porfirin6genos son las formas reducidas de las 
porfirinas, tienen 6 &tornos adicionales de hidrbgeno, (Fi- 
gura 3) y son 10s verdaderos intermediarios en la biosin- 
tesis. 
El hemo, grupo prost6tico de muchas hemoproteinas, es 
un derivado de la Protoporfirina IX (Proto IX) que pertene- 
ce a la serie isom6rica 111. El hemo esth constituido por 
Proto IX unido a hierro ferroso (~igura 4). 
I. BIOSINTESIS DEL HEMO. 
No habia evidencias experimentales para el mecanismo 
de biosintesis de hemo hasta que en 1945, Bloch y Rittenberg 
(1) reportaron que alimentando ratas con acetato de sodio 
marcado con deuterio encontraban que este is6topo se incor- 
poraba a1 hemo sanguineo. Shemin y Rittenberg (2, 3) halla- 
ron que las porfirinas de la sangre de humanos y ratas que 
recibieron glicina-15~ tenian un contenido relativamente a1 -
to de este is6topo. 
Posteriormente, se demostr6 que la glicina es un- pre- 
cursor biol6gico de las porfirinas y provee 10s cuatro &to- 
mos de N del anillo tetrapirr6lico (4 - 7) y ocho &tomos Cd 
del mismo son incorporados en cada mol6cula de hemo (6, 8 - 
10). 
El Btomo del C d  de la glicina es la fuente de 10s C 
de 10s puentes metenos y de la posici6n 2 de cada anillo pi -
rr6lico (6, 9). Los grupos carboxilos de la glicina no son 
utilizados para la sintesis de porfirinas (8, 11). 
Shemin y Wittenberg (12), demostraron posteriormente 
que 10s 26 Btomos de C restantes de Proto provenian de ace 
tato. El acetato era utilizado a trav6s de la conversi6n a 
un compuesto asimQtrico de 4C via ciclo de 10s Bcidos tri- 
carboxilicos y Shemin y Kumin (13) sugieren que este precug 
sor es succinato activado posiblemente como complejo succi- 
nil-coenzima A (Succ-COA). 
MBs tarde, Shemin y Russell (14) demuestran que el 8- 
cido d -aminolevfilico (ALA), que puede ser formado por con- 
densaci6n de succinato activado y glicina, puede reemplazar 
a esos dos sustratos para la sintesis de porfirinas. La a- 
minocetona ALA sirve como fuente de todos 10s Btomos de C 
y N de las porfirinas. 
Si el succinato activo condensa con el Btomo de Co( 
de la glicina para formar un intermediario, el Bcido d -ami 
- 
no- p cetoadipico, Qste puede ser rhpidamente decarboxilado 
y asi se separa el grupo COOH de la glicina. Luego, la con- 
densaci6n de 2 mol6culas de ALA da un pirrol en el cual el 
Btomo de C d  de la glicina debe estar en la posici6n 2 y en 
el o( sustituyente del pirrol y ser as5 la fuente de 10s pen 
tes metenos. 
14 Shemin y col. (15), incubando ALA-5 C con un hemoli- 
zado de eritrocitos de pato,encontraron que la hemina bio- 
sintetizada contenia 14c y se obtenia la misma distribuci6n 
14 que a partir de glicina-2 C,esto confirma que el intermedia 
- 
rio formado a partir de glicina y succinato activado es ALA. 
Posteriormente, se demostr6 la formaci6n del pirrol 
Porfobilin6geno (PBG) a partir de ALA y su conversibn a por 
-
firinas en sistemas biol6gicos (16-19) lo cual sugiere que 
debe ser un normal intermediario en la biosintesis del hemo. 
En la Figura 5 esth esquematizado el camino de sinte- 
sis del hemo. El primer paso esth catalizado por la enzima 
6 -ALA-sintetasa (ALA-S) y lleva a la formaci6n de ALA a 
partir de 10s precursores Glicina y Succ-CoA. 
Luego, dos mol6culas de ALA se condensan para dar el 
pirrol PBG y la enzima que cataliza este paso es la d -ALA- 
dehidrasa (ALA-D). 
En un paso siguiente, 4 mol6culas de PBG se condensan 
para dar el primer tetrapirrol ciclico que es el Uroporfiri 
-
n6geno 111 (Uro'gen 111). Este paso esth catalizado pot la 
Porfobilinogenasa (PBG-asa) que esth constituido por dos en 
-
zimas: la PBG deaminasa (PBG-D) tambi6n llamada Uroporfiri- 
n6geno I sintetasa y la Isomerasa o Uroporfirinbgeno I11 cc 
sintetasa (Uro-COS). Cuando esthn presentes ambas enzimas 
se forma el tetrapirrol fisiol6gico Uro'gen 111, cuando no 
se halla presente la Isomerasa se forma el Uro'gen I. 
*Luego, el Uro'gen I11 (octacarboxflico) se decarboxi- 
la secuencialmente pasando por intermediarios de 7,6 y 5 
carboxilos hasta llegar a Coproporfirin6geno I11 (Copro'gen 
111) , porfirina tetracarboxilada. Esta decarboxilaci6n estA 
catalizada por la enzima Porfirinhgeno carboxiliasa (PCL) o 
Uroporfirin6geno decarboxilasa. 
Luego el Copro'gen I11 se decarboxila oxidativamente 
por acci6n de la coproporf irin6geno oxidasa (Copro'gen-0) 
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Copro 'gen I11 
para dar Protoporfirin6geno IX (Proto'gen IX) Cste se oxida 
a Protoporfirina IX (Proto IX) por intermedio de la Protopor- 
firin6geno oxidasa (protogen-0). 
2+ Por Gltimo, la Ferroquelatasa (F~Q) inserta Fe en 
el nGcleo de Proto IX, obtenigndose el hemo. 
Tanto la primera corno las tres Gltimas reacciones tie- 
nen lugar en la mitocondria, mientras que las restantes enzL 
mas est6n localizadas en la fracci6n soluble de la c6lula. 
" 1.1. Biosintesis de ALA. 
El primer paso en la biosintesis del hemo es la conden- 
sacidn de elicina y Succ-CoA para formar ALA, este paso est6 
catalizado por la enzima ALA-sintetasa (ALA-S). Estudios prg 
vios acerca de las propiedades de esta enzima, utilizando 
preparaciones parcialmente purificadas de Rhodopseudomonas 
spheroides (20-22) o preparaciones crudas de reticulocitos 
de conejo (23) e higado de mamiferos (24), han mostrado que 
requiere fosfato de piridoxal (PPal) como c0factor.E~ ademhs 
una enzima sulfhidrilica y tiene un requerimiento absoluto 
para 10s sustratos Glicina y Succ-CoA. 
En condiciones normales, 10s niveles de esta enzima 
en higado son muy bajos, pero su actividad puede incrementar- 
se varias veces por la acci6n de diversas drogas y esteroi- 
des (24-28). Ademhs, su actividad est6 elevada en ciertas 
porfirias transmitidas gedticamente en el hombre (29, 30). 
En c6lulas eucaribticas, se ha demostrado que ALA-S 
funciona en las mitocondrias. La enzima ha sido localizada 
en la matriz mitocondrial o muy debilmente unida a la membra 
- 
na interna (31-34), donde el sustrato Succ-CoA est6 disponi- 
ble a traves del ciclo de Krebs. 
Luego de la induccidn con dos de 10s agentes porfirino -
genicos mas potentes alilisopropilacetamida (AIA) o 3,5-die- 
toxicarbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC), se ha demostrado que 
una forma citosdlica de la enzima se acumula en cantidades 
importantes que pueden llegar hasta el 30% de la actividad 
hepdtica total en hfgado de ratas (35, 36), coba yos (37) y 
pollos adultos (38). 
La purificacidn de ALA-S ha sido intentada por diver- 
sos laboratorios y a partir de distintas fuentes. Asf, la 
enzima ha sido purificada de bacterias fotosinteticas Rhodo- 
pseudomonas spheroides (39, 42), de mitocondrias (37, 43-44) 
y citosol (45, 46) de higado de ratas, de mitocondrias de 
higado de embriones de pollo (47, 48) y de levaduras (49). 
Cabe seRalar que la enzima tiene una vida media muy 
corta. Se ha determinado que en higado de ratas l a  vida me- 
dia de la enzima en la fraccidn mitocondrial es de 70 minu- 
tos, en tanto que en citosol es de 20 minutos (35). En cul- 
tivos de c6lulas de hfgado de embridn de pollo Sassa y Granick 
(50) reportaron una vida media de 3 horas y Tomita y co1.(51) 
de 2 horas. En higado de embriones de pollo in "ova" la vida 
media es de 15-20 minutos, en hfgado de pollos adultos de 
30 minutos para la enzima mitocondrial y 12 minutos para 
la citosdlica (38). 
ALA-S soluble parcialmente purificada a partir de hi- 
gad0 de ratas tratadas con AIA (45) requiri6 una alta concen 
-
traci6n de cationes (Na~l 0.3 M) para su m6xima actividad. 
El pH 6ptimo fu6 de 7.5 y mostr6 requerimiento absoluto para 
10s sustratos Glicina y Succ-CoA y para el cofactor PPal. 
Los valores de KM determinados fueron 1.1 x lo-' M para gli- 
cina, 7 x lom5 M para Succ. CoA y 3 x M para PPal. Es 
una enzima sulfhidrilica y el grupo SH est6 en el sitio acti 
-
vo probablemente involucrado en la uni6n del PPal a la enzi- 
ma (52). El PM estimado por filtraci6n molecular fue de 
-+ 295.000 - 30.000 en presencia de ClNa 0.25 M y 500.00 en au 
- 
sencia de sales. 
La enzima mitocondrial purificada por Whiting y Elliot 
(37) a partir de higado de ratas inducidas con DDC mostr6 un 
KM para Glicina y Succ-CoA de 1.9 x I O - ~ M  y 2 x IO'-~M respec 
- 
tivamente; el KM para PPal estuvo en el rango de 1-10 uM. 
El PM estimado por filtraci6n molecular fue de 77.000. 
Paterniti y Beattie (44), por otro lado, purificaron 
la enzima a partir de mitocondrias de ratas normales y hall5 
ron un KM para Glicina de 5 x I O - ~ M ,  el pH 6ptimo fue 7.5. 
La enzima, cuando se cromatografi6 por tamiz molecular, pre- 
sent6 dos picos de actividad, uno correspondiente a un PM 
de 120.000 y otro a 60.000. Por electroforesis en gel de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se obtuvo 
un PM de 58.000. Aparentemente la enzima nativa existe como 
dimero. 
Hayashi y col. (53) determinaron que 10s tamafios mole- 
culares de la enzima mitocondrial y citos6lica son 115.000 
y 600.000 respectivamente, por filtraci6n molecular y 113.000 
y 178.000 por centrifugaci6n en gradiente de sacarosa. 
Los diferentes PM reportados, se debe a que las prepa- 
raciones crudas o parcialmente purificadas de ALA-S, prepara -
das a partir de citosol o de mitocondrias, forman agregados 
o comp1,ejos con otras proteinas, especialmente a bajas con- 
centraciones sales y exhiben tamaEos moleculares muy hetero- 
geneos desde 70.000 a 650.000 cuando se estiman por filtra- 
ci6n molecular, Ohashi y Kikuchi (54) purificaron una forma 
citosdlica compleja de ALA-S que present6 un PM de 320.000 
por filtraci6n molecular y que estaba compuesta por tres pro 
teinas diferentes de las cuales solo una era catalicamente 
activa. Este complejo puede ser disociado por centrifugaci6n 
en gradiente de sacarosa o por tratamiento con papaina. 
Nakakuki y col. (46), empleando la digesti6n con papai . -
na en presencia de cantidades suficientes de Glicina; Succi- 
nato y PPal para prevenir la inactivaci6n de ALA-S lograron 
purificar la enzima citos6lica cercana a la homogeneidad. La 
enzima purificada present6 un pH Bptimo de 7.5 y 10s KM para 
Succ-CoA y glicina fueron 1,l x M y 7.5 x M respec- 
tivamente. 
El PM estimado por centrifugaci6n en gradiente de sa- 
carosa fu6 de 110.000 y el PM de la subunidad fue 51.000, 
determinado por electroforesis en gel de poliacrilamida con 
SDS. Aparentemente la enzima consiste de dos subunidades i- 
dgnticas con un PM de subunidad de 51.000 y esto fue confir- 
mado por entrecruzamiento con dimetil suberimidato. 
I t  Este mismo grupo de trabajo, haciendo una sinteis in 
vitro" de ALA-S determinaron que el PM de la enzima citos6- 
lica es de 75.000 (55) y esta forma citos6lica de ALA-S pa- 
rece ser muy susceptible a proteasas end6genas. 
Para la enzima mitocondrial, Paterniti y Beattie (44) 
reportaron un PM minimo de 58.000 y Yamauchi y col. (56) de 
aproximadamente 45.000, per0 luego esfe valor fu6 reexamina- 
do y se determin6 que el PM minimo es 66.000 (55). Por otro 
lado, Srivastava y col. (43), mediante un procedimiento que 
permite el aislamiento de ALA-S no degradada determinaron un 
PM de 70.000, por electroforesis en gel de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes. Por digesti6n con papaina,mos 
- 
traron que esta proteina de PM 70.000 fue degradada a formas 
de tamafio molecular 56.000 sin pQrdida de actividad. Estos 
autores establecen que la forma de PM 70.000 es aparentmente 
la forma intacta de la enzima. Estos mismos autores luego, 
I 1  haciendo una sintesis in vitro" a partir de RNA de higado 
de ratas tratadas con DDC, determinan que el PM minimo de 
la enzima citos6lica es de 76.000. 
Los ensayos inmunol6gicos indican que ambas ALA-S, 
citos6lica y mitocondrial son inmunol6gicamente idhnticas 
(37, 46). En realidad, ALA-S citosblica es un precursor en 
trgnsito a la mitocondria. La enzima es codificada por un 
gen nuclear y es sintetizada en 10s poliribosomas libres (57) 
como un precursos citos6lico (P~~-ALA-s) de masa molecular 
mayor que la forma mitocondrial madura (45, 55, 58, 59). El 
precursor es procesado a la forma madura durante la translo- 
caci6n a la mitocondria (60) y por analogia con otros precur- 
sores mitocondriales se presume que la maduraci6n ocurre a 
trav6s del clivaje de una secuencia de aminoiicidos N-termina- 
les de dicho precursor. 
La purificaci6n y la determinaci6n del PM de ALA-S de 
embri6n de pollo ha sido intentada por numerosos laborato- 
rios. Whiting y Granick (47) aislaron la enzima a partir de 
higado de embri6n de pollo tratados con AIA y DDC. Los valo- 
res de KM obtenidos fueron 2 x M para Glicina y menor 
a 3 x M para Succ-CoA. La solucidn de enzima muestra un 
espectro de absorci6n caracteristico de enzimas conteniendo 
PPal con la presencia de una base a Schi.ff probablemente con 
el grupo E-NH2 de un residuo lisina. El PM estimado por fil- 
traci6n molecular fu6 87.000 y el PM de la subunidad fu6 
49.000 por electroforesis en gel de poliacrilamida. 
Tomita y col. (51) determinaron un PM de 250.000 por 
filtraci6n molecular. 
I1 En higado de embri6n de pollo, ya sea cultivado o in 
ovo", la actividad de ALA-S no se acumula apreciablemente en 
el citosol aGn luego de extensiva inducci6n con AIA 6 DDC 
(51, 57), determinado por mCtodos colorim~tricos. Pero, Sri- 
vastava y col. (58) empleando un mgtodo radioquimico e in- 
munoprecipitaci6n, encontraron que a1 igual que en ratas, 
ALA-S puede ser detectada en el citosol. 
ALA-S purificada a partir de higado de embri6n de pollo 
tiene un PM de 49.000 ( 4 7 ) .  A partir de traducci6n en siste- 
mas libres de cglulas se ha demostrado que el producto prima- 
rio de la traducci6n es un polipgptido de PM: 7g0.000 ( 6 1 ) .  
Ades y Harpe ( 5 9 ,  6 2 )  reportaron que ALA-S de higado 
de embri6n de pollo presente en mitocondrias tiene un PM de 
65.000 ' 2.000 y que la enzima parece ser sintetizada como 
un precursor de 75.000 daltons. Por otra parte, Borthwick y 
col. ( 4 8 )  reportaron que ALA-S purificada de mitocondrias 
tiene un PM de 68.000 y la enzima sintetizada "in vitro" 
usando poli A-RNA de higado de embri6n de pollo tiene un PM 
de 74.000 ( 5 8 ) .  La diferencia en 10s PM estimados por 10s 
distintos laboratorios pueden deberse a diferencias en las 
condiciones de electroforesis y proteinas marcadoras utili- 
zadas . 
La forma de PM 49.000 inicialmente reportada ( 4 7 )  es en 
realidad una forma activa per0 parcialmente degradada de la 
enzima (59, 6 2 ) .  Esto fu6 confirmado haciendo una digesti6n 
con papaina, la enzima de PM 68.000 fug progresivamente de- 
gradada a 50.000 sin pgrdida de actividad ( 4 8 ) .  
La enzima purificada aparentemente es un dimero forma- 
do por subunidades idgnticas ya que por tratamiento con glu- 
taraldehido se obtuvo un producto de entrecruzamiento de PM 
140.000 ( 4 8 ) .  Esto fue corroborado por estudios de microsco- 
pia electr6nica de la enzima purificada, observsndose que 
ests formada por dos subunidades idgnticas y curvadas esti- 
mhndose el PM de cada una en 70.000 ( 6 3 ) .  
Watanabe y col. (66) purificaron las formas madura y 
precursora de ALA-S, casi a homogeneidad, a partir de mitocon -
drias y citosol de hfgado de pollo respectivamente. La enzima 
purificada a partir de mitocondria tiene un PM de subunidad 
de 65.000 y la enzima purificada a partir de citosol muestra 
un PM de 71.000, que es algo menor que el estimado para la 
enzima citos6lica nativa (73.000). La forma citos6lica parece 
ser degrada por alguna proteasa end6gena durante la purifica- 
ci6n. Por centrigugaci6n en gradiente de sacarosa tanto la for -
ma mitocondrial como la citosblica muestran un PM de 140.000, 
indicando que ambas existen como dfmeros, mas aGn ALA-S recien 
sintetizada en un sistema libre de celulas tambien existe como 
dlmero. Aparentemente, la secuencia extra de aminoticidos del 
precursor no afecta la estructura cuaternaria de la enzima. 
Ademds, las propiedades cineticas de las dos enzimas, 
asf como el pH 6ptimo (7,6) y 10s valores de KM para glicina 
(4,8 mM) y Succ.CoA (2,7 uM) fueron id&nticos indicando que 
la secuencia extra tampoco afecta las propiedades catalfti- 
cas de ALA-S. 
El pI de ALA-S citos6lica fue 7,5, mien tras que el de 
la enzima mitocondrial fue 7,1, lo cual indicarfa que la se- 
cuencia extra debe ser relativamente rica en aminohcidos bti- 
sicos. Esta presecuencia btisica parece tener algGn rol en la 
translocaci6n de la protefna a la mitocondria. 
Recientemente, se ha reportado el aislamiento de clones 
cDNA conteniendo la secuencia codificante para ALA-S de hfga- 
dc de embri6n de pollo (65). Se ha podido determinar asf la 
secuencia primaria completa del precursor de ALA-S deducido 
a partir de la secuencia nucleotidica del cDNA (66). 
El precursor de 70.029 daltons consiste de 635 amino- 
Bcidos e incluye una presecuencia N-terminal de 56 aminohci- 
dos de masa molecular 6.100. La proteina madura consiste de 
579 aminohcidos y tiene una masa molecular de 63.903 daltons. 
Los PM estimados aqui son compatibles con 10s valores determi- 
nados electrofor6ticamente para la proteina purif icada (48, 
58, 59, 62). 
El gen para ALA-S de levadura tambi6n:ha sido secuencia- 
do (67) y la secuencia de aminohcidos indica que existe homo- 
logia entre las formas maduras de ALA-S de levadura y embri6n 
de pollo. La enzima de levadura consiste de 548 aminohcidos 
con una presecuencia mBs corta.de 30-35 residuos, tambih de 
carBcter bhsico. 
Por otra parte, 10s anBlisis preliminares de secuencia 
de un cDNA para ALA-S de rata muestran un alto grado de ho- 
mologia con la enzima de pollo (66). La presecuencia de ALA-S 
se aserneja en su naturaleza altamente bhsica a otras preprotel 
- 
nas mitocondriales, tales como ornitina carbamoiltransferasa 
(68) y algunos precursores de proteinas mitocondriales de 
c6lulas linfoides (69). El significado del carhcter bhsico 
de estas presecuencias no esth claro, per0 es probable que 
jueguen un rol en la interacci6n de 10s precursores con re- 
ceptores de la membrana externa durante el proceso de trans- 
locaci6n de la proteina a la mitocondria (70). 
Ha sido sugerido que las regiones hom6logas presentes 
en las presecuencias funcionan como sefiales para el trans- 
porte de las proteinas a trav6s de la membrana mitocondrial. 
Durante el transporte a la mitocondria, 10s precursores son 
clivados por una proteasa localizada en la matriz (71). Una 
comparaci6n de 10s sitios de clivaje de 10s precursores mi- 
tocondriales (70, 72) revela que la proteasa no reconoce una 
uni6n especifica sin0 que el corte se produce desputis de un 
amino6cido no cargado. Esto tambitin se observa para pre ALA-S 
de embribn de pollo, donde el corte ocurre despugs de un re- 
siduo de glutamina. 
En un trabajo reciente, se ha reportado el aislamien- 
to del gen para ALA-S de pollo y la determinaci6n de su se- 
cuencia nucleotidica (73). El gen estructural tiene una lon- 
gitud de 6,9 kilobases y est6 dividido en 10 exones de 156 
a 280 pares de bases, separados por 9 intrones de longitud 
variable. Los 10 exones contienen 2103 nucle6tidos y codifi- 
can la proteina precursora de 635 aminoAcidos. Comparando 
con la secuencia del gen para ALA-S de Rhizobium melitoli, 
reportada por Leong y col. (74),se ha deducido que el sitio 
activo de la enzima de pollo est6 codificada por 10s exones 
4 a 10, el exbn 1 define la presecuencia mitocondrial y la 
funci6n de 10s dominios codificados por 10s exones 2 y 3 no 
est6 determinada aGn. 
A pesar de todo lo que se conoce de ALA-S hepgtica, 
tanto a nivel prot6ico como molecular, mucho menos se sabe 
acerca de la enzima de ctilulas eritroides. Algunos reportes 
indican que ALA-S eritroide es diferente de su c~ntrapartida 
I 
hep6t ica . 
Bishop y col. (75) encontraron que las enzimas de te- 
jido eritroide y no eritroide de cobayos se comportan en 
forma diferente en cuanto a propiedades cin6ticas y uni6n 
a ligandos, sugiriendo la existencia de isoenzimas. 
Watanabe y col. (76) presentaron evidencias que en ~po- 
llos, ALA-S aislado de higado y de reticulocitos son diferen -
tes en base a diferencias halladas en propiedades inmunol6- 
gicas y tamaso molecular. Encontraron que mientras ALA-S 
It sintetizada in vitro" a partir de polisomas de cglulas eri -
troides mostr6 un PM de subunidad de 55.000, la enzima hep6 -
II tica sintetizada in vitro" tuvo un PM de 73.000. Por otra 
parte, mientras ALA-S aislada de mitocondrias de cglulas 
eritroides mostr6 un PM de 53.000, l a  enzima de m i -  
tocondrias de higado present6 un PM de 65.000. A pesar que 
t a n t o  la enzima hephtica como la eritroide son sintetizados 
como precursores de mayor tamafio, ALA-S eritroide sintetiza 
- 
do "in vitro" fu6 aproximadamente 18.000 daltons mhs peque- 
fia que la hep&tica sugiriendo que el mRNA para la enzima 
eritroide difiere del m-RNA para la enzima hepbtica. 
Posteriormente, Yamamoto y col. (77) reportaron la 
existencia de distintos mRNAS de diferentes tamafios codifi- 
cantes para la enzima de higado, reticulocitos, cerebro y 
otros tejidos de pollos, sugiriendo la existencia de una fa- 
milia multig6nica para ALA-S. 
En contraste a este reporte, Elferink y col. (78) ha- 
llaron que el mRNA para ALA-S de higado y reticulocitos de 
pollo son idgnticos y mostraron que una sola especie de mRNA 
estA presente en higado, reticulocitos, cerebro y coraz6n 
de pollo. Los resultados indican la existencia de ~ 6 1 0  una 
copia del gen para ALA-S en el genoma haploide del pollo, 
sugiriendo que la enzima estA codificada por un Gnico gen 
que se expresa como una Gnica especie en todos 10s tejidos. 
Este hallazgo ha sido reportado tambi6n para ALA-S de rat0 
-
nes encontrAndose que el mRNA de higado, bazo y cQlulas de 
eritroleucemia son del mismo tamafio (79) siendo improbable 
la existencia de diferentes isoenzimas. 
Como se dijo a1 inicio, ALA-S cataliza la condensaci6n 
de glicina y Succ-CoA para dar ALA en una reacci6n dependien 
-
te de PPal como cofactor (Figura 6). 
Kikuchi y col. (20) postularon un mecanismo para la 
reacci6n que involucra un ataque nucleofilico del carbani6n 
de glicina, estabilizado por la formaci6n de una base de 
Schiff con PPal unido a la enzima,sobre el Qtomo de C car- 
bonilico de Succ. CoA para formar el Acido 4-amino- a -ceto- 
adipico y finalmente la formaci6n de ALA por descarboxilaci6n 
del grupo COOH de glicina. 
Akhtar y col. (80) han mostrado que el dtomo de H pro 
R de la posici6n 2 de glicina es removido originando el car- 
bani6n y el dtomo pro S es retenido y ocupa la configuracibn 
pro S 5 de la mol&cula de ALA. 
Se ha reportado que la formaci6n de una uni6n base de 
Schiff entre la enzima y su cofactor PPal es el primer even- 
to de la reacci6n enzim6tica. Scholnick y col. (52) por es- 
tudios con ALA-S de higado de rata, postularon la formaci6n 
glicina Succ. CoA 
ALA 
Fisura 6: Reacci6n de formaci6n de ALA catalizada 
por ALA-S. 
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Figura 7: Mecanismo de la reaccidn de ALA-S propuesto 
p o r  A k h t a r  y col. -(a0 ) -  
de un tiohemiacetal por reacci6n del P P a l  con un grupo SH 
del sitio activo. 
Nandi (81) y Davies y Neuberger (82) postularon que 
el PPal est6 unido a ALA-S como un imino a un grupo E-NH2 
de lisina. Este grupo NH2 es entonces desplazado por glici- 
na para formar una segunda base de Schiff por una reaccibn 
de transiminaci6n.. 
En la Figura 7 se muestra la reacci6n de formaci6n 
del complejo Enzima-PPal-Glicina y el probable mecanismo de 
la formaci6n de ALA catalizado por ALA-S, propuesto por 
Akhtar y col. (80) - 
I..2. Biosintesis de PBG. 
ALA-dehidrasa (ALA-D) o tambi6n llamada PBG-sintetasa, 
la segunda enzima del camino biosint6tico del hemo, catali- 
za la condensaci6n asim6trica de dos rnol6culas de ALA para 
formar PBG (83, 84). 
Como se observa en la Figura 8, una mol&cula de ALA 
da la cadena propi6nico del PBG, siendo su N incorporado 
a1 anillo pirr6lic0, rnientras que la otra mol6cula de ALA 
forma 1 a cadena acetic0 reteniendo su grupo NH2 libre. 
El PBG es el monopirrol precursor de hemo, clorofilas 
y corrinas (85, 86 ). 
ALA-D ha sido purificada de varias fuentes incluyendo 
higado de bovinos (87- 89), de ratones (90) y de perros (91) 
bacterias fotosint6ticas (92) y eritrocitos humanos (93-96). 
La enzima de mamiferos tiene un PM alrededor de 280.000, 
es un octhmero compuesta por 8 subunidades iguales de PM 
35.000 (91, 93, 96, 97). 
La enzima purificada de eritrocitos humanos tiene un 
pH6ptimo de 6.6 a 6.8 (93, 95) y el KM aparente para el sus 
- 
trato ALA es 2.87 x M (95). 
Las dehidrasas de todas las fuentes estudiadas requie- 
ren la presencia de un ti01 exhgeno, asi como 2-mercaptoeta- 
nol, ditiotreitol o ditioeritritol, para la mhxima actividad 
catalitica (83). En ausencia de estos reactivos, el oxigeno 
causa una inactivaci6n reversible de la enzima que puede ser 
revertida cuantitativamente por reincubaci6n de la enzima 
oxidada con tioles. 
La alta sensibilidad a1 oxigeno est6 relacionada a la 
presencia de 32 grupos ti6licos reactivos por octiimero, 4 
por subunidad, de 10s cuales 2 son cisteinas altamente reac- 
tivas (98-10 2), y esenciales para la actividad y estabi- 
lidad de la enzima. 
2+ La enzima de mamiferos requiere Zn para la m6xima 
actividad cata1itic.a (100, 102-106) y estudios con 65zn2+ 
2+ han mostrado que 8 moles de Zn se unen por mol de octhero. 
El tratamiento de la enzima con oxigeno o con reactivos para 
tioles causa liberaci6n de 65~n2+ e inactivacidn de la en- 
zima revelando la importancia de la disponibilidad de grupos 
2+ tioles libres, para la uni6n del Zn (98). 
En un trabajo reciente, Hasnain y col. (107) usando 
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Figura 9: Mecanismo dc la sintesis d e  PBG propuesto por 
Nandi y Shemin (111). 
trocitos humanos conteniendo 8 dtomos de Zn por octhmero, 
2+ 
establecieron que el Zn est6 coordinado a 3 dtomos de azu -
fre y sugieren que el zn2+ tiene un rol estructural mBs que 
catalitico. 
ALA-D humana es notoria por su extrema sensibilidad 
2+ a iones Pb , la actividad de la enzima eritrocitaria est6 
dramdticamente disminuida aGn en individuos que tienen baja 
2+ concentraci6n de Pb en sangre (108, 109). 
Recientemente, se ha clonado el c-DNA para ALA-D de 
higado humano y a partir de la secuencia de nucle6tidos se 
predijo la secuencia de amino6cidos que result6 esencialmen -
te colineal con la secuencia de ALA-D bovino (110). 
La sintesis de PBG, a partir de dos mol6culas de ALA, 
requiere una condensaci6n aldol, la eliminaci6n de una mo- 
l6cula de agua y la formaci6n de una base de Schiff con la 
eliminaci6n de otra mol6cula de agua. 
Nandi y Shemin, estudiaron el mecanismo de esta reac- 
ci6n usando la enzima de Rhodopseudomonas spheroides (111). 
Propusieron que una mol6cula de ALA forma una base de Schiff 
con un residuo de lisina del sitio activo de la enzima. Esto 
es seguido por un ataque nucleofilico del carbani6n interme- 
diario sobre el Btomo de C carbonilico de una segunda mol6- 
cula de ALA. El aldol resultante pierde agua y el grupo amino 
de la segunda mol6cula de sustrato desplaza el grupo amino 
de la enzima (Figura 9). 
SegGn estos autores, la mol6cula de ALA que luego darB 
la cadena acgtico del PBG es la que forma la base de Schiff 
con la enzima. 
La observaci6n de este mecanismo sugiere el requerimien -
to de varias secuencias de protonaci6n/desprotonaci6n catali- 
zadas por un residuo particular. El hallazgo de residuos cis- 
teina de alta reactividad sugieren que 6stos grupos podrian 
participar en la cathlisis hcido-base (99). Cada grupo, posi- 
blemente ani6ntiolato y.tio1, pueden alternar su estado Acido- 
base. Una forma conveniente de alcanzar &to eS interponiendo 
un puente imidazol para regenerar el estado requerido. Consis- 
tente con esta sugestibn, es la observaci6n que un residuo 
histidina es esencial para la cathlisis de ALA-D (89). 
En base a estas consideraciones y teniendo en cuenta 
el mecanismo de Nandi y Shemin, Barnard y col. (99) proponen 
un mecanismo que involucra una desprotonaci6n inicial de la 
mol6cula de ALA del sitio A, posiblemente por un 
tiolato y la protonaci6n del grupo carbonilo del sitio P po- 
siblemente por un tiol. El estado inicial del ani6ntiolato 
y el ti01 son regenerados por mediaci6n de puente imidazol. 
ALA-D tine ocho subunidades, per0 ~ 6 1 0  cuatro reaccio- 
nan con ALA y producen una basede Schiff. (84). Aparentemente, 
la estructura minima necesaria para la actividad catalitica es 
un dimero funcional formado por dos subunidades que a pesar 
de tener posiblemente similar composici6n, juegan un rol di- 
ferente en la sintesis de PBG, (112).Teniendo en cuenta esta 
observaci6n y ademgs el rol de histidina en la transferencia 
de protones desde y hacia el centro activo, Batlle y Stella 
(113) postularon el mecanismo que se muestra en la Figura 10. 
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Figura 10: Esquema de l a  formaci6n enzimiitica de PBG seg ln  
B a t l l e  y S t e l l a  (113). 
MAS recientemente, trabajando con la enzima de higado 
bovino, se ha determinado que la enzima de mamiferos tambign 
forma una base de Schiff con una de las mol&culas de sustra- 
to (114). 
Jordan y Seehra (115, 116), en base a sus estudios con 
la enzima de higado bovino, proponen un mecanismo para la 
reacci6n enzimiitica en la cual la primer mol6cula de ALA,que 
forma la base de Schiff con la enzima, es incorporada en el 
pirrol del lado que contiene la cadena Qcido propi6nico ( ~ i -  
gura ll). Estos mismos autores reportaron que la enzima de 
Rhodopseudomonas spheroides sigue la misma secuencia de uni6n 
de las dos mol&culas de sustrato que la enzima de mamiferos 
(116). Recientemente, Jordan y Gibbs (117) confirmaron este 
mecanismo trabajando con la enzima de eritrocitos humanos. 
1.3. Biosintesis de Uroporfirin6geno 111. 
La biosintesis del tetrapirrol Uro'gen I11 a partir 
de PBG esth catalizada por el complejo Porfobilinogenasa 
(PBG-asa) formado por dos enzimas: la PBG-deaminasa (PBG-D) 
o Uro'gen I sintetasa (Uro-S) 6 Hidroximetilbilano sinteta- 
sa (HMB-S) y la Isomerasa o ~ro'gen I11 cosintetasa (Uro-COS) 
(85) Figura 12. 
El rol de la PBG-D es unir 4 mol&culas de PBG para for 
- 
mar un tetrapirrol lineal, que es liberado de la enzima como 
hidrox%metilbilano. Este bilano es el sustrato de Uro-CoS, 
cuya funci6n es ciclar el bilano lineal con reordenamiento 
intramolecular del anillo D para dar ~ro'gen 111. En ausencia 
Figura 11: Mecanismo de la sintesis enzimAtica de PBG 
propuesto por Jordan y Seehra (116). 
de la enzima termol5bi1, Uro-CoS, se obtiene Urolgen I. 
PBG-D ha sido purificada y caracterizada a partir de 
diversas fuentes (118-131). Los valores de PM reportados 
por 10s 'distintos autores son similares. Se ha determinado 
un PM de 36.000 para la enzima de Rhodopseudomonas spheroi- 
des (122, 123), 38.000-40.000 para hojas de espinaca (125), 
40.000 para callos de soja (120) e higado bovino (119), 
43.000 para bazo de rat6n (131), 44.000 para eritrocitos bo- 
vinos (128), 40.000-41.000 para Euglena gracilis (129, 130) 
y 36.000-38.000 (127) y 44.000 (128) para la enzima de eri- 
trocitos humanos, aunque para 6sta Gltima fuente tambi6n ha 
sido informado un PM de 25.000 (124). 
Cabe destacar que Rossetti y col. (129) detectaron, 
adem5s de la forma de 40.000, una forma activa de Euglena 
gracilis de PM 20.000, y sugieren que en soluci6n la PBG-D 
existe normalmente como un dimero de dos subunidades iguales 
de PM 20.000, valor que se acerca a1 informado por Frydman y 
Feinstein para la enzima de eritrocitos humanos (124). 
El pH 6ptimo de la enzima fu6 7.2 en callos de soja 
(120), 7.6 en Rhodopseudomonas spheroides (123) y 8.2 en 
eritrocitos humanos (127), para esta Gltima fuente se ha 
determinado un KM para el sustrato de 6 x M que es del 
orden del reportado para la enzima de bazo de rat6n 
2.59 x M (131). 
La Uro-CoS tambign ha sido parcialmente purificada a 
partir de numerosas fuentes (119, 124, 125, 132, 133) y prg 
(11) Uro'gen - I 
Figura 12: Biosfntesis de Uroporfirinhgeno I y 111. 
'4% or J X = N h  or grwp 
X group of deaminase on enzyme 
Figura 13: Secuencia de formaci6n de uroggen I por PBG-D 
segGn Battersby y McDonald (137). 
paraciones homogeneas de la enzima se han obtenido a partir 
de higado de rata (134), Euglena gracilis (135) y eritroci- 
tos humanos (136), 
Para la enzima de Euglena gracilis, Hart y Battersby 
(135) hallaron un PM de 38.500 por filtraci6n molecular y 
31.000 por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. 
Esto claramente indica que es monom6rica. El valor 
del PM es semejante a 1  reportado anteriormente por Rossetti 
y col. (129), aunque es mucho menor que el valor de 62.000 
hallado para la enzima de germen de trigo (125). 
Para la enzima de higado bovino (126) y de eritroci- 
tos humanos (136)se hareportado un PM de 30.000 y para Uro- 
CoS de higado de ratas se ha hallado un PM de 42.000 (134). 
Las variaciones'de PM puden reflejar diferencias entre 
las enzimas aisladas de distintas fuentes o tambien, pueden 
deberse a1 grado de agregaci6n de Uro-CoS (129). 
Kohashi y col. (134) han reportado que la Uro-CoS 
aislada de higado de rata contiene un derivado tetrahidro- 
folato y que este puede actuar como una coenzima para la 
biosintesis de Uro'gen 111. Por el contrario, Hart y Battersby 
(135) concluyen que la enzima de Euglena gracilis no contie- 
ne ni requiere un folato como cofactor. Es probable que la 
Uro-CoS de higado de rata difiera en su mecanismo y utilice 
folato. 
Para la enzima de Euglena gracilis se ha reportado un 
valor de KH de 12-40 x M (135) para hidroximetilbilano 
que es del orden del valor hallado para la enzima de eritro -
cites humanos, 5-20 x M (136). 
Aparentemen'e un residuo Arginina y posiblemente 
tambien en residuo Lisina son esenciales para la act.ividad 
(135). 
El mecanismc de formaci6n de Uro'gen I 1 1  a partir de 
PBG, catalizado por el sistema Deaminasa-Cosintetasa ha si -
do objeto de un amplio estudio por varios laboratorios. 
El grupo Battersby (137) trabajando con la enzima de 
Euglena gracilis ha demostrido que las 3 mol6culas de PBG 
que proveen 10s anillos A, B y C del Ur6gen I11 son incor- 
porados intactos en tanto que la cuarta molecula que forma -
rd el anillo D sufre un reordenamiento intramolecular. Estos 
autores sugieren una secuencia para la formaci6n de Ur6gen I 
por PBG-D, consistentes con el conocimiento que esta enzima 
efectGa la c o n d e ~ s a c i 6 ~  cabezacola de las 4 unidades de PBG 
(Figura 13). 
Berry y Jordan (138) y Battersby y col. (134) han es- 
tablecido que la en'zima une las mol~cu1as de PBG en forma 
secuencial y ordenada comenzando por el anillo A, seguido 
por B, C - y  finalmente D. El residuo de PBG que forma el 
anillo A es el Gnico que se une covalentemente a la. enzima, 
posiblemente la uni6n sea a traves de un grupo E-NH2 de un 
residuo Lisina (139). Los distintos intermediarios de la 
reacci6n cztalitica involucrando 1,2 6 3 unidades pirr6li- 
cas unidas a PBG-D pueden ser separados electroforetica- 
mente (127, 140). 
Uro-CoS debe producir el reordenamiento del anillo D 
sobre un intermediario formado por PBG-D o bien, modifican -
do el modo por el cual la PBG-D lleva a cab0 uno de 10s pa -
sos de condensaci6n,para dar Uro'gen 111. 
Battersby y McDonald (137) demostraron que el reorde- 
namiento no ocurre a nivel de monopirrol. 
El grupo de Frydman (141-143) y posteriormente Scott 
(144) sugirieron que el reordenamiento para producir Uro 'gen 
I11 ocurria a nivel de dipirrol. 
El grupo de Battersby (145, 146) encontr6 que en pre- 
sencia de PBG-D-Uro-CoS, dos mol&culas del dipirrol AP-AP 
pueden combinarse y reordenarse de manera altamente especi- 
fica para generar Uro'gen 111. Estos autores presentaron 
claras evidencias que el reordenamiento del anillo D ocurre 
a nivel del tetrapirrol y sugirieron que un bilano no orde -
nado es un precursor clave en la biosfntesis del Uro'gen I11 
(137). 
Burton y col. (147) postularon que el rol de PBG-D 
es formar un intermediario de muy corta vida, el preuropor -
firin6geno (pre-Uro'gen), el cual actuaria como sustrato 
para Uro-CoS. El pre-Uro'gen es un tetrapirrol ciclico que 
en ausencia de Uro-CoS se reordena esponthneamente a Uro'gen 
I (Figura 14). 
Posteriormente, Battersby y col. (148, 149) propusie- 
ron que un tetrapirrol lineal no ordenado, el hidroximetil- 
bilano, es el verdadero intermediario y no el pre-Uro'gen 
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Figura 15:  B i o s f n t e s i s  d e  Uro'gen I y 111 propuesto 
por Hart ( 1 3 9 ) .  
formar un tetrapirrol lineal no ordenado, el cual es libera -
do de la enzima como hidroximetilbilano. Este es el sustra- 
to para Uro-CoS, cuya funci6n es ciclar el bilano lineal 
con un concomitante reordenamiento del anillo D para formar 
Uro'gen 111. En la Figura 15 se muestra el esquema propues- 
to por Hart para la biosintesis de Uro'gen I y I11 reuniendo 
10s conocimientos disponibles hasta el momento (139). 
1.4. Transformaci6n de Uroporfirin6geno I11 en Coproporfiri- 
n6geno III. 
Uro'gen I11 (8-COOH) es convertido en Copro'gen I11 
(4400~) por la enzima citos6lica Porfirin6geno carboxilia- 
sa (PCL) tambiCn llamada Uroporfirin6geno decarboxilasa.Esta 
enzima cataliza la decarboxilaci6n secuencial de las cadenas 
laterales acCtico del Uro'gen 111, pasando por 10s porfiri- 
n6genos intermediarios hepta, hexa y pentacarboxilicos, dan -
do Copro'gen I11 como product0 final (150-153); tambi.Cn ca- 
taliza la decarboxilaci6n de la serie I (150, 153). 
La enzima ha sido parcialmente purificada y caracteri- 
zada a partir de Rhodopseudomonas spheroides (15b) y Rhodo- 
pseudomonas palus tris (155), eritrocitos de ave (153, 156), 
bazo de rat6n (157), hojas de tabaco (158), eritrocitos hu- 
manos (159, 160) e higado de rata (161-163). 
En 10s Gltimos aiios, se han logrado obtener prepara- 
ciones homog6neas de PCL a partir de higado bovino (164), 
eritrocitos humanos (165, 166) y eritrocitos de pollo (167). 
El PM aparente de la enzima nativa de eritrocitos hu- 
manos, aislada a partir de sangre fresca fu6 58.000 determi- 
nado por filtraci6n molecular (160, 165, 166). Cuando se u- 
tiliz6 una preparaci6n enzimhtica purificada a partir de san -
gre envejecida, el, PM aparente fu6 significativamente menor 
(50.000) (165, 166). Por electroforesis en gel de poliacri- 
lamida se obtuvo unPM de 46.000 (165, 166) y 39.500 (160). 
Estos datos sugieren que la proteina enzimhtica es monom6- 
rica. 
En concordancia con lo anterior, la enzima de higado 
bovino mostr6 un PM de 56.000-58.000 determinado por filtrg 
ci6n molecular o electroforesis (164) y el PM de la enzima 
purificada a partir de Rhodopseudomonas palustris fu6 46.000 
por filtraci6n molecular (155). 
En cambio PCL purificada a partir de eritrocitos de 
pollo parece ser dim6rica ya que la enzima nativa tuvo un 
PM de 79.000, en tanto que en electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes revel6 un PM de 39.700 (167). 
El pH 6ptimo para la decarboxilaci6n de 10s porfirin6- 
genos de la serie I11 fu6 6.8 en todos 10s casos (165, 167). 
En cambio para 10s porfirin6genos de la serie I, De Verneuil 
y col. (165) determinaron para la enzima de eritrocitos hu- 
manos, un pH 6ptimo igual a 6.2 para la decarboxilacidn de 
Uro'gen I y 5,4 para Penta'gen I. 
Los valores de KM determinados a pH 6.8 fueron 0.8 uM 
para Uro'gen I, 0.35 uM para Uro'gen 111, 0.07 uM para Penta' 
gen I y 0.05 uM para Penta'gen I11 (165). 
La actividad enzimhtica es inhibida por reactivos modi - 
ficadores de tioles (150, 158, 160, 164-168) indicando que 
a1 menos un grupo ti01 estaria involucrado en el proceso de 
La enzima no requiere metales ni cofactores demostra- 
bles (167, 168). 
La actividad de la enzima de higado bovino fu& dismi- 
2+ 2+ 2+ 
nuida por iones methlicos bivalentes como Fe ,Co ,Cu , 
zn2+ y pb2+ (164). La enzima de eritrocitos humanos se vi6 
2+ 
y Cu per0 no fue afec -
2+ fuertemente inhibida por Hg , pt2+ 
tada por Fez+ o Fe3+ (165). 
Respecto a1 efecto del Fez+ sobre la PCL, hay informes 
conflictivos. Kushner y col. (169) fueron 10s primeros en 
2+ 
reportar inhibici6n de PCL de higado de cerdo por Fe en 
presenciade O2 y cisteina. Recientemente se ha reportado 
2+ que el Fe inhibe la enzima de higado bovino altamente pu- 
rificada (1.64), la enzima de higado de rat6n (170) y de 
Rhodopseudomonas palustris (168). Otros reportes han mostra- 
do que el Fe2+ activa (171) o no tie*e efecto (172, 173). 
Mukerji y col. trabajando con enzima parcialmente purifica- 
da de higado de rata han encontrado que el Fez+ inhibe en 
ausencia o presencia de O2 y la cisteina protege la enzima 
solo en condiciones estrictamente anaer6bicas (174). 
Las sucesivas decarboxilaciones de Urotgen son catali- 
zadas por una Gnica proteina que tendria mhs de un sitio ac- 
tivo (153, 155, 159, 164, 165). De Verneuil y col. (175) es- 
tudiando las propiedades cingticas de PCL de eritrocitos hu- 
manos postula que 10s porfirin6genos de ambas series isom6- 
ricas con el mismo nGmero de carboxilos son decarboxilados 
en el mismo sitio activo, per0 la decarboxilaci6n secuencial 
del Uro'gen para dar copro'gen ocurre en cuatro diferentes 
sitios activos. 
Se ha establecido que la decarboxilacihn de Uro'gen I11 
ocurre en forma ordenada en el sentido de las agujas del re- 
loj comenzando por la cadena ac6tico del anillo D y siguien- 
do por 10s anillos A, B y finalmente C (176) (~igura 16).~or 
el contrario, las 4 reacciones de decarboxilacibn del Uro'gen 
I parecen ocurrir a1 azar (177). 
Muchos investigadores han reportado que ~ro'gen I11 
es decarboxilado a Copro'gen a mayor velocidad que Uro'gen 
I (150, 154, 155, 166, 175, 178-181), aunque algunos autores 
no encuentran diferencias entre ambos is6meros (157, 169). 
Ha sido sugerido que la conversi6n total de Uro'gen I11 
a Copro'gen I11 es cingticamente un proceso bifhsico en el 
cual el primer grupo carboxilo es eliminado a mayor veloci- 
dad que 10s tres siguientes (153, 155, 175, 178-182). Las 
dos etapas son susceptibles en forma diferente a condiciones 
tales como precalentamiento, alta concentracidn de C1Na,02 
y GSH (153, 156). 
Barnard y Akhtar (183) estudiaron el curso esteroqui- 
mico de la reacci6n y mostraron que la misma procede con re 
- 
tenci6n de la configuraci6n de 10s carbonos metil6nicos de 
las cuatro cadenas laterales del acetato. Estos autores pro 
F'r 
Figura 16: Decarboxilaci6n secuencial de Uro'gen I 1 1  
catalizado por PCL (176). 
Figura 17: Mecanismo de decarboxilaci6n de 10s grupos 
acetic0 de Uro'gen para dar Copro'gen de 
acuerdo a Barnard y Akhtar (183) .  
ponen un posible mecanismo para la reaccibn de decarboxila- 
ci6n que se muestra en la Figura 17. 
La presencia de un grupo ti01 en el centro activo, es 
compatible con este mecanismo deqprotonaci6n-desprotonaci6n 
(152). 
Cabe sefialar que recientemente se ha logrado clonar y 
secuenciar el cDNA completo que codif ica para PCL humana y la 
secuencia aminoacidica deducida concuerda con la composici6n 
de la enzima purificada (184). 
PCL es una enzima clave en la porfiria inducida por 
cornpuestos clorados, asi se la ha hallado disminuida por hexa -
clorobenceno (HCB) (185-187), tetraclorodibenzo-p-dioxina 
(TcDD) (180, 188, 189), bifenilos policlorados (167, 190) y 
metabolitos del HCB (191). 
1.5. Transformaci6n de Coproporfirin6geno I11 en Protoporfi- 
rin6geno IX. 
Coproporfirin6geno oxidasa (copra-0) es la enzima que 
cataliza la decarboxilaci6n oxidativa de las cadenas 5cido 
propi6nico de las posiciones 2 y 4 del Copro'gen I11 a gru- 
pos vinilos, dando Proto'gen IX (~igura 18). 
En higado, Copro-0 fu& localizada en el espacio inter- 
membrana de la mitocondria (192, 193), en cambio en levadu- 
ras parece estar localizada en el citosol de la c&lula (194). 
Esta enzima fu& estudiada y purificada a partir de hi- 
gad0 de rata (195, 196), higado bovino (197) y levaduras (194, 
198). 
Yoshinaga y Sano ( 1 9 7 )  purificaron la enzima de higado 
I 
bovino a homogeneidad y encontraron que es un monomer0 de PM 
71.600. El estudio de la enzima revel6 que no contenia gru- 
pos prostCticos as5 como hemo o f lavina 3 tampoco se detect6 
la presencia de metales. Reactivos de grupos sulfhidrilos, 
metales o quelantes de metales no afectan la actividad enzi -
mhtica por lo tanto, ni grupos ti6licos ni metales est6n in- 
volucrados en elsitio activo de Copro-0. 
Se determin6 un pH 6ptimo igual a 7.4 y el valor de KM 
para Copro'gen I11 fu6 48 uM. El oxigeno fuC requerido obliga 
- 
toriamente para la actividad enzimgtica y no pudo ser reempla -
zado por otro oxidante. 
La enzima purificada fu6 activada por un extract0 crudo 
de fosfolipidos extraidos de mitoccndria de higado asi como 
por fosfolipidos comerciales. 
Recientemente Camadro y col. ( 1 9 4 )  han logrado purifi- 
car a homogeneidad la enzima de levadura Saccharomyces cere- 
visiae. El PM determinado por filtraci6n molecular fue 70.000,  
que es cercano a1 PM reportado para la enzima purificado de 
higado bovino ( 1 9 7 ) .  Sin embargo, el an&lisis en gel de polia -
crilamida con SDS revela un PM de 35.000, sugiriendo que la 
enzima es un dimero. 
La enzima purificada mostr6 un pH 6ptimo igual a 7.6 
y un valor de KM de 0,05-0,1 uM para Copro'gen. Fueron detec 
- 
tados 2 dtomos de Fe por mol de proteina nativa y un grupo 
sulfhidrilo fu6 necesario para la actividad catalitica. 
La enzima fu6 activa ~ 6 1 0  cuando el Oxigeno molecclar 
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Figura 19: Mecanismo de decarboxilacidn de Coprolgen 
catalizado por Copro-0 propuesto por Zaman 
y Akhtar (207). 
fu6 usado como aceptor de electrones y a1 igual que la enzima 
de higado bovino (194), fu6 activada por fosfolipidos o deter -
gentes neutros. 
La principal diferencia entre Copra-0 de levadura e hi- 
gad0 bovino fu6 la localizaci6n intracelular, el nGmero de 
subunidades y el contenido de metales. 
Se ha determinado que la enzima de mamiferos, aves y 
plantas tienen un requerimiento absoluto por Oxigeno molecu- 
lar. Sin embargo, 10s microorganismos que crecen bajo condi- 
ciones estrictamente anaer6bicas deben ser capaces de utili- 
zar un aceptor de hldr6genos distinto del oxigeno. Una acti- 
vidad de Copro-0 anaer6bica fu6 reportada primero en una es- 
pecie de Pseudomonas (199) y luego demostrada en Rhodopseudo 
monas spheroides junto con una actividad aer6bica de la en- 
zima (200, 201). 
Sano (202), trabajando con la enzima de higado bovino 
y teniendo en cuenta el requerimiento de Oxigeno, sugiri6 la 
participacibn de un intermediario hidroxilado en la transfor -
maci6n de Copro'gen I11 a Proto'gen IX. 
En animales y plantas, se ha demostrado que las cadenas 
propionato de 10s anillos A y B del Copro'gec I11 son decar- 
boxilados secuencialmente a 10s correspondientes grupos vini- 
10s del Proto'gen IX (203-205). 
Yoshinaga y Sano (206), trabajando con la enzima puri- 
ficada de higado bovino confirmaron estos antecedentes y pro- 
pusieron que la conversi6n enzim6tica de 10s grupos propiona- 
to de Copro'gen I11 a 10s correspondientes grupos vinilos de 
~roto'gen IX ocurre en 2 etapas comenzando por la posici6n 2 
y luego 4 atrav6s del P-hidroxipropionato porf irin6geno como 
intermediario. AdemBs, determinaron que a1 menos un residuo 
tirosina estB involucrado en el sitio activo de la enzima y 
aparentepente es esencial para la formaci6n del (3-hidroxipro -
pionato . 
Estudiando la esteroquimica de la reaccidn catalizada 
por la enzima de animales y plantas (207-209) como tambign 
la aer6bica y anaerdbica Rhodopseudomonas spheroides (201), 
se ha demostrado que el Btomo de Hidr6geno pro-S de la posi- 
cibn p de la cadena propi6nico es eliminado durante la reac -
ci6n (Figura 19). 
1.6. Transformacidn de Protoporfirin6geno IX en Protoporfi- 
rina IX. 
Protoporfirin6geno IX oxidasa (proto-0), la penGltima 
enzima en la biosintesis del hemo, cataliza la oxidaci6n de 
Proto'gen IX a Proto IX.por eliminacibn de 6 Btomos de hidr6 -
geno del nGcleo porfirinico (Figura 20). 
La actividad de Proto-0 ha sido detectada en varios te- 
jidos como higado de rata (210), fibroblastos, eritrocitos y 
leucocitos humanos y en 10s microorganismos Saccharomyces ce -
revisiae (211) y Escherichia coli (212, 213). 
La enzima de higado de rata (210) y levadura (211) ha 
sido parcialmente purificada y caracterizada-El PM de la Pro -
to-0 purificada de hfgado determinado por filtracidn molecu- 
lar fu6 de 33.000 que difiere del valor 180.000 obtenido para 
la enzima de levadura (211), aunque existe la posibilidad que 
esta Gltima est6 en forma de agregados. El pH 6ptimo para la 
enzima de higado fu6 8.6-8.8, en tanto que para la de levadu- 
ra fu6 7.4. Los KM para el sustrato fueron 11 y 4.8 uM para 
Proto-0 de higado de rata y levadura respectivamente. ' 
La enzima tiene un alto grado de especificidad hacia el 
sustrato, no cataliza la oxidaci6n de Copro'gen ni Uro'gen. 
No se han obtenido evidercias acerca de la presencia del al- 
gGn grupo prosthtico y el Oxigeno fuh esencial, no habihdose 
encontrado un aceptor de electrones alternativo. 
La enzima de higado de rata fuh inhibida por p-cloromer -
curibenzoato per0 GSH o Proto'gen IX protegieron parcialmente 
la enzima de la inactivaci6n sugiriendo que uno o ambos vini- 
10s del Proto'gen podrian unirse directamente con grupos sul- 
fhidrilos esenciales de Proto-0 (210). 
La enzima est6 estrechamente asociada a la membrana in- 
terna de la mitocondria (214) y anclada dentro de la bicapa 
lipidica. Asi, Copro-0 en el espacio intermembrana (192, 193) 
actGa como una lanzadera para la transferencia de Proto'geri 
IX a la membrana interna. 
Se ha sugerido que Proto-0 de levadura es sintetizada 
en mitocrondrias (215), por el contrario, se ha determinado 
que la enzima de higado de rata no es sintetizada en 10s ri- 
bosomas rnitocondriales y por lo tanto debe ser sintetizada 
en el citoplasma (216). 
Me. 
Figura 20: Transformaci6n de Proto'gen IX en Proto IX 
catalizado por P~oto-0. 
Figura 21: Reacci6n de formaci6n de hem0 a partir de Proto IX 
y Pe2+ catalizado por FeQ. 
1.7. Biosintesis del hemo. 
La Ferroquelatasa (FeQ), la Gltima enzima del camino 
biosintgtico del hemc, cataliza la incorporaci6n de hierro 
ferroso en el nGcleo tetrapirr6lico de Proto IX dando proto- 
hem0 m6s dos protones (Figura 21). 
El protohemo es el grupo prost6tico de citocromos b, ca- 
talasa, peroxidasa, hemoglobina, mioglobina. 
La FeQ ha sido descripta como una enzima fuertemente 
unida a membranas tanto en organismos eucariontes como en pro 
cariontes. Asi, en mamiferos se halla en mitocondrias (217), 
contenida en la bicapa lipidica de la membrana interna (218, 
219), con el sitio activo orientado hacia la matriz mitocon- 
drial (220). En plantas la actividad de FeQ se encontr6 en 
cloroplastos (221) y en bacterias est6 unida a la membrana c& 
toplasm6tica (222, 223). 
La FeQ ha sido recientemente purificada a partir de mi- 
tocondrias de higado bovino (224, 225) y de rata (226) y de 
eritrocitos de pollo (227). La enzima de todas estas fuentes 
tienen muchas caracteristicas comunes, per0 difieren sustan- 
cialmente de la purificada a partir de la bacteria fotosintg- 
tica Rhodopseudomonas spheroides (228). 
Se ha reportado un p# de aproximadamente 40.000, deter- 
minado por electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 
para la enzima de animales (224-227). Sin embargo, no hay a- 
cuerdo respecto a1 PM de la enzima nativa. Taketani y Tokunaga, 
reportaron un PM de 200.000 y 240.000 para la enzima de hi- 
gad0 bovino (224) y de rata (226), respectivamente, estimados 
por filtracibn molecular, sugiriendo que la enzima es un mul- 
timero. Pero, por otro lado, Dailey y Fleming encontraron un 
PM de 40.000 para la enzima de higado bovino (225) por la mig 
ma thcnica. Una posible explicaci6n para esta diferencia es 
que la dihlisis utilizada en algunas preparaciones (224, 226) 
pueden ocasionar agregaci6n de las proteinas de membrana. Por 
otra parte, la FeQ de Rhodopseudomonas spheroides es un mon6- 
mero de PM 115.000 (228). . 
El pH 6ptimo y 10s pardmetros cin6ticos de la enzima 
de las distintas fuentes estdn resumidos en la Tabla I. 
La FeQ de distintas fuentes fu6 inhibida por iones me- 
2+ 2+ thlicos divalentes, tales como Co , Zn , pb2+, cu2+, ~ n ~ + ,  
2+ 2+ 2+ H~*+, M ~ ~ + ,  =a2+, Ni y cd2+ (225-229). co2+, Zn y Ni , 
2+ 
actGan como inhibidores competitivos, ya que ademds del Fe , 
esta enzima es cizpaz de incorporar a dichos metales en distin -
tas porfirinss dicarboxilicas (218, 224, 229-231). 
La actividad de la enzima de mamiferoc y pollos se vi6 
estimulada por dcidos grasos dc cadena larga y fosfolipidos 
(224-227, 232,233). 
La FeQ de distintas fuentes fue sensible a reactivos 
de grupos tioles (223, 226-228, 234, 235) indicando que hay 
grupos sulfhidrilos involucrados en la cathlisis. Dailey (235) 
en base a sus trabajos con la enzima de higado bovino report6 
la existencia de grupos sulfhidrilos vecinales, localizados 
en una zona hidrof6bic~ de la enzima, cuya funci6n seria 
unir el hierro durante la cathlisis de la reacci6n. 
La FeQ es altamente selectiva con respecto a1 sustrato 
Tabla I: pH 6ptimo y parhmetros cingticos de FeQ de 
mamiferos, aves y bacterias. 
Fuente 
de la 
en z ima Meso Deutero 
Higado bovino ( 2 2 4 )  
Higado bovino ( 2 2 5 )  
Higado rata ( 2 2 6 )  
Eritrocitos de pollo 8-25 
( 2 2 7 )  
Rhodopseudomonas 
spheroides ( 2 2 8 )  
En~.todos 10s casos el pH 6ptimo estii referido a la incor- 
2+ poraci6n de Fe en Proto IX. 
porfirinico. Utiliza ~ 6 1 0  porfirinas decarboxilicas de la 
serie is6merica IX y no utiliza 10s correspondientes metil 
Csteres(236, 237). El cambio de urla sola cadena propi6nico 
produce una disminucibn en su utilizacibn como sustrato (237) 
y ademhs hay selectividad hacia 10s sustituyentes en 10s otros 
dos anillos pirrblicos. As%, la enxima inserta Fe2+ en las 
siguientes porfirinas dicarboxilicas, en orden decreciente: 
meso-, deutero-, hemato- y protoporfirina IX (Figura 22) (224- 
228, 236). Sustituyentes cargados o de gran tama5o en las 
posiciones 2 y 4 resultan en una p6rdida de la reactividad 
(224, 225, 227, 236). 
El hecho de que ut,ilice ~ 6 1 0  porfirinas di carboxilicas 
como sustrato, sugieren que residuos de aminohcidos cati6nicos 
deben estar involucradcs en la orientaci6n y uni6n de la 
porfirina a la enzima. Se ha demostrado que a1 menos uno de 
ellos es un residuo Arginina (238). 
Ha sido mostrado que la enzima de higado bovino purifi- 
cada utiliza un mecanismo de reacci6n Bi-Bi secuencial orde- 
nado (225),uniCndose primer0 el Fe2+ a la enzima, a trav6s 
de dos grupos sulfhidrilos vecinales (235) y luego la porfi- 
rina. La liberaci6n del hemo es previa a la liberaci6n de 10s 
dos protoces (Figura 23). 
Es de destacar que esta enzima es inhibida por hemo 
(223, 225, 228) y por N-me tilprotoporfirina (225, 239-241), 





Hema t o 
Figura 22: Estructura de distintas porfirinas dicarboxilicas 
de la serie isom6rica IX. 
Figura 23: Mecanismo de.reacci6n de FeQ propuesto por 
Dailey (235). 
11. REGULhCION DE LA BIOSINTEIS DE HEMOHEPATICO. 
Animales, plantas y bacterias tienen la capacidad de 
aumentar o disminuir la biosintesis de  orf fir in as de acuer- 
do a las necesidades fisiol6gicas. La compleja regulaci6n de 
la biosintesis de porfirinas y hem0 esth basada primariamente 
en el control de la formaci6n de ALA, catalizado por la enzi- 
ma mitocondrial ALA-S, la etapa limitante en la producci6n 
de hem0 (25-27, 243). Las dem6s enzimas del camino esthn pre- 
sentes en cantidades no limitantes. 
La regulaci6n de la biosintesis del hem0 ha sido explo- 
rada, principalmente, a travgs del estudio de porfiria heph- 
tica experimental que puede ser inducida fhcilmente en anima- 
les por la administraci6n de varias drogas, especialmente 
AIA y DDC. 
Han sido propuestos tres mecanismos por 10s cuales el 
hemo, prodacto final, puede regular la actividad de ALA-S 
hephtica (Figura 24). 
1) Represi6n de la sintesis de enzima. 
2) Impediment0 de la transferencia de nueva enzima sintetiza- 
da del citosol a la mitocondria. 
3) Inhibici6n "feed back" de la actividad de ALA-S. 
11.1. Represi6n de la sintesis de ALA-S por hemo. 
Como ya se dijo, el nivel de ALA-S hephtico es muy ba- 
jo en condiciones normales pero se puede incrementar varias 
I * veces por efecto de diversas drogas. Estudios in vivo" (244) 
y en cultivo (27) han mostrado que el proceso de inducci6n 
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F i g u r a  24:  Mecanismos d e  r e g u l a c i d n  de ALA-S por  hemo. 
quimica es sensible a inhibidores de sintesis de proteinas 
y est6 sujeto a represi6n feedback por hemo. 
Utilizando un anticuerpo especifico contra ALA-S mito- 
condrial, Whiting y Granick (245) han mostrado que 10s aumen- 
tos en la actividad enzimiitica producidos por AIA 6 DDC, en 
higado de embri6n de pollo son acompafiados por cambios propor -
cionales en la cantidad de enzima y que la hemina fue capaz 
de bloquear, especificamente, la sintesis de ALA-S sin cambiar 
significativamente la sintesis general de proteinas. 
Granick (27), trabajando con cultivos primaries de c6- 
lulas de higado de embri6n de pollo, propuso que el hemo ac- 
tGa a nivel transcripcional actuando como co-represor. SegGn 
el mecanismo de represi6n "feed back", o represi6n por produc- 
to final de Jacob y Moaod (246), una mol6cula represora blo- 
quea el gen operador y por consiguiente no se puede transcri- 
bir el oper6n en el mRNA impidiendo asi la sintesis de nueva 
enzima. SegGn la propuesta de Granick, una proteina, el apo- 
represor se une a1 hemo, el co-represor, dando el represor 
efectivo. 
Apoyando esta teoria, Hayashi y col. (247) y Whiting 
(57),  sugieren que en higado de rata y de embri6n de pollo, 
respectivamente, la hemina reprime la sintesis de ALA-S por 
inhibir  la sintesis del mRNA'. 
Contrariamente a esta hip6tesis de inhibici6n transcrip- 
cional, varios autores, a traves del estudio cinetico de la 
disminuci6n de la actividad de ALA-S observada en cultivos 
de cglulas de higado de embri6n de pollo, luego de la adici6n 
de hemina o inhibidores de sintesis de proteinas, sugieren 
que el herno inhibe la sintesis de ALA-S a nivel de traduc- 
cibn (50, 51, 248, 249). 
Posteriormente, se encontr6 que en este sistema, una 
concentraci6n de hemo de a M es suficiente para 
reprimir la sintesis de ALA-S.(250, 251). 
LE hipbtesis que se postula para explicar la represibn 
por hemo a nivel post-transcripcional es que el hemo se 
combina con alguna apoproteina que modula la traduccibn de 
ALA-S (250). 
Trabajando con hepatocitos aislados, obtenidos a partir 
de embri6n de pollo, Srivastava y col. (252) hallaron que la 
hemina tiene dos efectos dependiendo de la concentraci6n: a 
bajas concentraciones, menores a 200 nM, inhibe la sintesis 
del mRNA y a concentraciones mayores que 1 uM inhibe la tra- 
ducci6n del mRNA para ALA-S. Estos autores concluyen entonces, 
que el efecto del hemo en la sintesis de ALA-S es a nivel de 
En ratas, se ha informado que la inyecci6n intraperito- 
neal o intravenosa de hemina suprime el increment0 de activi- 
dad total de AI,A-S en el higado de animales tratados con AIA 
6 DDC (253, 254) debido a una inhibici6n de la sintesis de la 
enzima, a nivel transcripcional (256-257). La acci6n regula- 
toria de hemina es de significancia fisiol6gica ya que es ca- 
paz de inhibir pos-transcripcionalmente la sintesis de ALA-S 
en ratas normales (256). 
MQs tarde, Yamamoto y col. (55) mostraron que la adminis -
traci6n de hemina a ratas tratadas con AIA fue seguido por 
una reducci6n de la capacidad de 10s polisomas libres para 
dirigir la sintesis de ALA-S. La vida media aparente de ALA-S 
fue de aproximadamente 60 minutos, valor comparable a la vida 
media del m-RNA para ALA-S que fue estimado en 65-75 minutos 
en el higado de ratas tratadas con AIA ( 2 4 ) ,  sugiriendo que 
el hemo inhj.be la sintesis "de novo" del mRNA para ALA-S. 
En un estudio posterior, estos mismos autores hallaron 
que la adici6n de hemina, a un sistema de sintesis de protei- 
nas libre de c6lulas de lisado de reticulocitos de conejo, 
reduce la sintesis de ALA-S sin afectar la sintesis total de 
proteinas a partir de polisomas totales aislados de higadG 
de ratas tratadas con AIA (258). 
Es conocido que la traducci6n de mRNA, para la sinte- 
sis de proteinas en general, en un sistema libre de c6lulas 
de reticulocitos de conejo, es controlado por hemina (259) y 
RNA de doble cadena (260). AdemAs de este control general, 
10s autores demuestran que la traducci6n del mRNA para ALA-S, 
es especificamente inhibido por hemina y 10s resultados sugie- 
ren que el hemo inhibe la etapa de elongaci6n de la cadena 
peptidica durante la sintesis de la enzima, aunque no se des -
carts que el hemo tambi6n inhiba la etapa de iniciaci6n (258). 
Este es el primer ejemplo de un control especifico a nivel 
de traducci6n de la sintesis de una enzima velocidad limitante 
por el product0 final de un camino biosint6tic0, demostrado 
en sistema libre de c6lulas. 
En trabajos mAs recientes, utilizando la t6cnica de hi- 
bridizaci6n cDNA-RNA, se ha mostrado que el agregado de hemi- 
na a1 medio de cultivo de hepatocitos de embri6n de pollo 
inhibe el aumento de 10s niveles de mRNA para ALA-S produci- 
do por testosterona (261), alcohol isoamilico (262) y AIA 
(261, 263). Este hecho sugiere que el hemo inhibe la produc- 
ci6n de ALA-S a nivel de transcripcibn, aunque 10s autores 
no descartan la posibilidad que la hemina pueda ademhs incre- 
mentar la velocidad de degradaci6n. de mRNA o su precursor nu- 
clear (261). 
De acuerdo a todos estos informes, la sintesis de ALA-S 
en higado, es regulado por hemo a ambos niveles, transcrip- 
ci6n y traducci6n. 
11.2. Inhibici6n por hemo de la translocaci6n de ALA-S del 
citosol a la mitocondria. 
Como ya se dijo en la Secci6n I.I., ALA-S es una enzima 
mitocondrial per0 se sintetiza en el citosol como un precursor 
mayor, que es procesado durante la transferencia a la mitocon- 
dria.Por lo tanto, otro punto de regulaci6n por hemo puede 
ser la inhibici6n de la transferencia de ALA-S del citosol a 
la mitocondria (264). 
Quienes primer0 propusieron este mecanismo de regula- 
ci6n fueron Kikuchi y col. (255, 265). Ellos observaron que 
en higado de rata, cuando se administraba hemina algunas horas 
luego de AIA, se producia una marcada reducci6n en la activi- 
dad de ALA-S mitocondrial con un concomitante increment0 en 
la actividad de la fracci6n soluble, tal que la actividad to- 
tal no era apreciablemente afectada por la administraci6n de 
hemina. Estos autores sugieren que la hemina actGa estabili- 
zando de alguna manera ALA-S en la fracci6n soluble, ya que 
la vida media de ALA-S extramitocondrial fue mayor en ratas 
tratadas con hemina que en las no tratadas (255). 
Ohashi y Kikuchi (38) observaron que en higado de pollo, 
tambikn la hemina inhibe la conversi6n de ALA-S citos6lica 
en mitocondrial. 
Este grupo de trabajo, present6 evidencias concluyentes 
de la inhibici6n de la translocaci6n intracelular de ALA-S 
3 por hemo,estudiando la cinetica de incorporacidn de H-Leucina 
en A1.A-S, mitocondria l- y citos6lica. Observaron que en ratas 
tratadas con hemina luego de AIA 6 DDC, la incorporaci6n de 
3~-~eucina en ALA-S mitocondrial estuvo muy reducida, mien- 
tras la incorporaci6n de radioactividad en ALA-S citos6lica 
estuvo marcadamente incrementada (257, 266), es decir que 
efectivamente la hemina fue capaz de inhibir la transferen- 
cia de ALA-S del citosol a la mitocondria. 
Yamamoto y col. (256) hallaron que en higado de rata, 
el grado de inhibici6n de la translocaci6n de ALA-S como 
tambign el grado de inhibici6n de la sintesis de la enzima, 
mostraron una buena correlaci6n con las variaciones en el 
grado de saturaci6n de triptofano pirrolasa. 
Hallaron que, tanto la translocaci6n como la sintesis 
de ALA-S, parecen ser inhibidas por hemo intracelular a con- 
centraciones menores que las necesarias para alcanzar una to- 
tal saturaci6n de dicha enzima. 
Entre las hemoproteinas del higado, la triptofano pirro -
lasa ha sido sugerida como un marcador muy sensible para eva- 
luar cambios muy pequeRos en la concentraci6n intracelular 
I t  de hemo hep6tico (267, 268), designado como pool" de hemo- 
regulatorio (243, 250) cuya concentracibn ha sido estimada 
indirectamente en lo-', lo-' M (250, 251). 
Este "pool" de hemo regulatorio, considerado como hemo 
libre o dgbilmente unido a proteinas representa una minima 
cantidad (0,1%) del total de hemo de las hemoproteinas del 
higado, pero las variaciones de su concentracibn son las res -
ponsables de la regulaci6n de 10s niveles de ALA-S. 
En un trabajo posterior, se ha hallado que la mexima 
reducci6n de la capacidad de 10s polisomas para dirigir la 
sintesis de ALA-S fue alcanzado a una dosis de hemina (2mg/kg) 
muy cercana a la dosis (1,6 mg/kg) requerida para la m6xima 
inhibicibn de la translocacibn intracelular de la enzima (55). 
Esto sugiere que la inhibicibn transcipcional por hemo tambi6n 
puede tener significancia fisiolbgica. 
En higado de rata, entonces, las variaciones del "pool" 
de hemo parecen ser responsables de la regulaci6n feedback 
de ALA-S, a nivel de sintesis transcripcional y post-transcrip- 
ciona1,a nivel de translocacibn de la enzima. 
Por otra parte, en cultivos primarios de hepatocitos 
de embri6n de pollo expuestos a AIA, Ades (269, 270) mostr6 
que la hemina produce una disminuci6n de la actividad de ALA-S 
por disminucibn de cantidad de enzima inmunoreactiva. Ademhs 
hub0 inhibici6n del procesamiento del precursor de ALA-S, ya 
que en las cblulas tratadas con hemina se produce una acumula- 
ci6n de pre-ALA-S y no se detecta la forma madura. 
Estos resultados indican que la hemina es capaz de blo- 
quear la maduraci6n de ALA-S. Pero como muchas pre-proteinas 
mitocondriales son procesados inmediatamente despubs de la 
translocaci6n a la mitocondria, es probable que la hemina blo -
quee la transferencia de pre-ALA-S. 
Esto Gltimo fue probado por Hayashi y col. (60). Ellos 
demostraron que la hemina inhibe la transferencia y el conco- 
11 
mitante procesamiento de pre-ALA-S sintetizada in vitro", en 
un sistema de traducci6n libre de cblulas de lisado de reti- 
culocitos, con polisomas de higado de pollos tratados con 
AIA + DDC, cuando se la incuba con mitocondrias aisladas de 
pollos no tratados. 
Srivastava y col. (271) trabajando con embri6n de pollo 
11 in vivol', confirmaron la inhibicidn por hemina de la trans- 
locacidn de pre ALA-S. Haciendo un pulso con 35~-~etionina, 
hallaron que la administraci6n de hemina a embriones de pollo, 
pretratados con AIA + DDC, fue capaz de inhibir la transferen- 
cia de la forma precursora de ALA-S a la mitocondria produci6~ 
dose la acumulaci6n de pre-ALA-S en el citosol. 
Es posible que el efecto de hemina resulte de una alterg 
ci6n general de la funcidn de transporte de la membrana mito- 
condrial y no tenga entonces significancia fisioldgica. Para 
evaluar esta posibilidad, se examin6 el efecto de hemina sobre 
el transporte hacia la mitocondria de una enzima no relaciona- 
da a1 metabolismo del hemo.. 
Se encontr6 que la hemina no afecta la transferencia 
a la mitocondria de piruvato carboxilasa, una enzima de ma- 
triz que es sintetizada en el citosol como proteina precur- 
sora. 
Esto elimina un efecto t6xico general o inespecifico 
de la hemina s.obre la transferencia de proteinas mitocondria -
les y sugiere que altera especificamente la translocaci6n de 
pre-ALA-S. 
Entre las inhibiciones de las transferencias post-tra- 
duccionales de 10s precursores extramitocondriales, el caso 
de hemina es el Gnico en que el product0 final de un camino 
biosintbtico bloquea la translocaci6n intracelular de la en- 
zima velocidad limitante de ese camino. 
Una posible explicaci6n, es que la hemina se una o in- 
teractiie especificamente con pre-ALA-S de modo de interferir 
en su interacci6n con el componente (o 10s componentes) de 
la maquinaria de transporte (60). 
11.3. Inhibici6n "feedback" de la actividad de ALA-S. 
Con preparaciones parcialmente purificadas de ALA-S 
de citosol de higado de rata (36, 52) y mitocondria de higa- 
do de pollo (47) se ha demostrado que la hemina es capaz de 
inhibir la actividad de ALA-S. 
AdemAs de hemina, otras porfirinas, Fe-porfirinas y bi- 
lirrubina son tambihn inhibidores efectivos de ALA-S (52). 
La hemina mostr6 un KI aparente para ALA-S de 2 x IO-~M, 
valor que es 200 veces mayor que la concentraci6n de hemina 
requerida para producir represi6n de la sintesis de la enzi- 
ma en cultivos de hepatocitos - M) (250, 251) .Esto 
hace dudar acerca de la importancia fisiol6gica de la inhibi- 
ci6n feedback como mecanismo de control de biosintesis del 
hemo hephtico. 
Sin embargo, teniendo en cuenta que tanto ALA-S como 
FeQ parecen estar localizadas en la membrana interna mitoco~ 
drial, la generaci6n de hem0 dentro de la mitocondria puede 
proveer una concentraci6n local suficiente como para inhibir 
ALA-S. 
Wolf son y col. (272) es tudiaron es ta posibilidad hacien 
-
do una medici6n simulthnea de las actividades de ALA-S y FeQ 
en mitocondrias intactas aisladas de higado de rata. Hallaron 
que, a h  a una velocidad de generacibn de hemo 75 veces mayor 
It que la que ocurre in vivo", la actividad de ALA-S no se vi6 
afectada. 
Por otra parte, Pirola y col. (273) informaron que ni 
el hemo (ferr~~rotoporfirina IX) ni la hemina (ferri~rotopor- 
firina IX) tienen efecto sobre ALA-S, purificada a partir de 
mitocondrias de higado de embri6n de pollo, hasta concentra- 
ciones del orden de 10'~ M. Este valor es probablemente mucho 
mayor que 10s niveles de hemo en la mitocondria. Por lo tanto 
la inhibicibn por product0 final no es un mecanismo de control 
fisiol6gico para la regulaci6n de la biosintesis de hemo he- 
111. PORFIRIAS. 
111.1. Porfirias humanas. 
Las porfirias ya Sean hereditarias o adquiridas son 
el resultado de alteraciones en el camino biosint6tico del 
hemo, en las cuales se produce una excesiva acumulaci6n y 
excreci6n de porfirinas y/o precursores, que son 10s res- 
ponsables de las caracteristicas clinicas y bioquimicas de 
las mismas. 
Estos des6rdenes metab6licos ocurren primariamente 
en el higado o m6dula 6sea y en base a ello, las porfirias 
se clasifican en hephticas o eritropoy6ticas (274). 
Cada uno de 10s diferentes tipos de porfiria present.a 
un patr6n de excreci6n caracteristico y ocurren como resul- 
tad0 de un defect0 especifico a nivel de alguna enzima del 
camino del hemo (Figura 25). 
La velocidad de biosintesis de hemo estg determinado 
primariamente por la actividad de ALA-S. En las porfirias, 
a1 haber una parcial deficiencia de una enzima distal a 
ALA-S, a travhs del mecanismo regulatorio, se produce un 
increment0 en la formaci6n de intermediarios hasta el de- 
fecto enzimhtico. Estos intermediarios, que no son conver- 
tidos a hemo, a1 no existir rutas alternativas, se acumu- 
lan en el tejido y se excretan. 
La acumulaci6n de 10s intermediarios estg asociada 
con 10s dos tipos de sindromes clinicos. 
Cuando la deficiencia enzim5tica lleva a una aumenta -
da formaci6n de Proto IX o porfirin6genos, 10s cuales se 
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Figura 25: Camino - - metab6lico del herno y defect0 enzim6tico 
asociado a cada porfiria humana. 
autooxidan a porfirinas, aparecen lesiones en la pie1 debi -
do a la fotosensibilizaci6n. 
Por otro lado, una masiva sobreproducci6n de precur- 
sores, ALA y PBG, es la causa del otro tipo deesindrome 
clinico, 10s ataques neuropsiquihtricos y dolores abdomi- 
nales agudos. 
Todas las porfirias hereditarias, except0 la autos6- 
mica recesiva Conghita Eritropoy6tica, son transmitidas con 
carhcter autos6mico dominante. 
111.2. Porfirias experimentales. 
Muchas drogas liposolubles, no relacionadas, quimica- 
mente, pueden desencadenar 10s cuadros clinicos y bioquimi- 
cos de las porfirias hephticas, en pacientes que son porta- 
dores del defect0 gen6tico en forma latente (275). 
Estas drogas que, en higado de animales de experimenta 
-
ci6n o en hepatocitos cultivados, son capaces de estimular 
la formaci6n de porfirinas y aumentar la actividad de la eg 
zima regulatoria, ALA-S, son llarnadas drogas porfirinoghni- 
cas (25, 27, 276). Las porfirias as5 inducidas, se denominan 
porfirias experimentales, por su semejanza a 10s diferentes 
tipos de porf irias hephticas humanas (~igura 26). 
Del estudio de estas porfirias experimentales se ha 
obtenido valiosa informaci6n acerca de las porfirias huma- 
nas y del mecanismo de regulaci6n de la biosintesis del hemo. 
Entre las diversas drogas porfirinogCnicas, que inclu- 
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Figura 26: Camino metabdlico del hemo y bloqueos producidos por las principales drogas 
y sus metabolitos y 10s hidrocarburos policlorados, las m6s 
estudiadas son: alilisopropilacetamida (AIA), 3,5-dietoxi- 
carbonil-1,4-dihidrocolidina (DDC) y hexaclorobenceno (HCB) , 
cuyas estructuras quimicas pueden verse en la Figura 27. 
III.2.a. Porfiria experimental inducida por AIA. 
Este potente agente porfirinoggnico cuyo nombre correc 
to segGn IUPAC es 2 isopropil-4-pentenamida, ampliamente usa 
-
do para estudiar el mecanismo de biosintesis, regulaci6n y 
degradaci6n del hemo, ha jugado un rol clave en la elucida- 
ci6n de las porfirias hereditarias (274, 275). 
La administraci6n de AIA, a ratas y embriones de pollo, 
promueve eventos bioquimicos que semejan 10s de las porfirias 
hepgticas agudas, con un gran incremento de la actividad 
de ALA-S y acumulaci6n de precursores del hemo. 
11 Estudios in vivo" en higado de embri6n de pollo (244) 
6 de rata (247, 255) e "in vitro" en cultivos de hepatocitos 
de embri6n de pollo (27, 50, 51, 248) han mostrado que el 
proceso de inducci6n de ALA-S por AIAes sensible a inhibi- 
dores de sintesis de RNA y proteinas. 
Patton y Beattie ( 3 3 ) ,  sin embargo, informaron no ha- 
ber hallado incremento en la cantidad de ALA-S durante el 
desarrollo de porfiria experimental y sugieren que 10s in- 
ductores causan una activaci6n de enzima preformada. Algu- 
nos aRos despugs, Simpson y Beattie (277) reportaron la pg 
rificacibn, a partir de mitocondria de higado de rata, de 








Figura  27: E s t r u c t u r a  quirnica de las drogas p o r f i r i n o g 6 n i c a s  
m & s  i r n ~ o r t a n t e s .  
la significancia fisiol6gica de la proteina activadora du- 
rante la inducci6n de porfiria experimental no ha sido aGn 
aclarado. 
Whiting y Granick (245) utilizando un anticuerpo eg 
pecifico contra ALA-S mitocondrial, han mostrado que el in -
cremento en la actividad enzimhtica involucra un incremen- 
to en la cantidad de proteina enzimhtica debido a una ma- 
yor sintesis de la misma (57). 
Con respecto a1 sitio de acci6n de AIA en la induc- 
ci6n de ALA-S hay varios reportes. 
Granick (27) en su esquema de regulaci6n de ALA-S,prg 
pone que 10s inductores quimicos desplazan a1 hemo del apo -
represor liberhndose la sintesis del mRNA. 
Por otra parte, Sassa y Granick (50) encontraron que 
en cultivos de higado de embri6n de pollo la velocidad de 
decaimiento de ALA-S inducida por AIA, luego del agregado 
de Actinomicina  a act D) (inhibidor de la transcripci6n) se 
vi6 reducida a la mitad cuando AIA estaba presente. Este he -
tho indica que AIA increment6 la sintesis de la enzima a 
partir de mRNA preformado sugiriendo que actGa a nivel de 
traducci6n. 
Tyrrell y Marks (249) observaron que cuando cultivos 
de cglulas de higado de embri6n de pollo que han sido incu 
bados con AIA en presencia de cicloheximida (CX ) y luego 
lavados y reincubados en medio fresco sin drogas,la activL 
dad de ALA-S se incrementa rhpidamente luego del cambio de 
medio, sugiriendo que AIA estimula la sintesis del mRNA pg 
ra ALA-S. La cicloheximida es un inhibidor especifico de 
sintesis de proteinas a nivel de traducci6n (278). 
Tomita y col. (51) trabajando con cultivos de higa- 
do de embribn de pollo, hallaron resultados similares a 
10s de Tyrrell y Marks y en contraste a lo observado por 
Sassa y Granick vieron que la velocidad de decaimiento de 
ALA-S luego de la adici6n de Act D fu6 la misma ya sea que 
el medio contenga o no AIA. Estos autores sugieren de acuer -
do a estos resultados, que AIA actGa a nivel de transcrip- 
ci6n. 
Esto fue corroborado por Brooker y col. (61) que ha- 
llaron que la inducci6n de ALA-S en porfiria hep6tica indu -
cida en embriones de pollo por administraci6n de AIA junto 
con DDC, se correlaciona con un increment0 en 10s niveles 
del mRNA para ALA-S. 
La inducci6n de ALA-S por AIA est6 sujeta a control 
feed-back por hemo (243, 245, 264) y adem6s es suprimido , 
por administracibn de glucosa (24, 26, 279, 281). La glu- 
cosa a1 igual que la hemina parece interferir tanto en la 
inducci6n como en la conversi6n de ALA-S citos6lica a mi -
tocondrial (281), el mecanismo por el cual produce estos 
efectos no est6 claro aGn. 
En su acci6n porfirinoggnica, AIA no actha por inhi -
bici6n especifica de algGn paso de la biosintesis del hemo 
como ha sido demostrado para otras drogas. Estudios-isot6- 
picos han indicado que se produce una incrementada destruc -
ci6n del hemo del citocromo P-450 preexistente (282) con 
formaci6n de pigmentos verdes (283, 284) como consecuencia 
de la administraci6n de AIA a ratas. La caida en el conte- 
nido de citocromo P-450 es acompagada por una phrdida del 
hem0 microsomal y por una caracteristica coloraci6n verde 
de higado y m6s particularmente de 10s microsomas. 
La pgrdida de citocromo P-450 y hemo se vieron influen -
ciados por tratamiento con compuestos que alteran la activi- 
dad de las enzimas microsomales metabolizantes de drogas. 
El pretratamiento de las ratas con Fenobarbital (FB), esti- 
mulador del metabolismo de drogas, aumenta la pgrdida de 
citocromo P-450 y hem0 y el grado de coloraci6n , mientras 
SKF-525 A, un inhibidor de las enzimas metabolizantes de 
drogas, ofrece protecci6n contra esos cambios (282, 285). 
As$, AIA necesita sermetabolizado para producir sus efectos 
en el higado-Ortiz de Montellano y col. (286) han mostrado 
que Proto IX, el grupo prostgtico libre de hierro del cito- 
cromo P-450 es transformado en una porfirina anormal verde 
a la cual AIA est6 covalentemente unido. Estudios posterio- 
res han revelado que el pigmento verde es un aducto 1:l en- 
tre la porfirina y AIA a trabgs de su grupo alilo (287) . E s  
te aducto es formado durante el proceso de "metabolizaci6n 
suicida" del agente porfirinog6nico (288). 
MAS tarde, se obtuvieron evidencias por tgcnicas es- 
pectrosc6picas, que la porfirina anormal es Proto IX N-al- 
quilada (289). El grupo N-alquilo deriva de la droga por 
agregado de un grupo OH alC interno y de N de la porfirina 
a1 C terminal de una uni6n W . 
A diferencia de lo que sucede en ratas, hay reportes 
que indican que en higado de embri6n de pollo en cultivo, 
10s compuestos como AIA no son rhpidamente metabolizados 
per0 son potentes inductores de ALA-S (290, 291). 
Por otra parte, anhlogos de AIA que no promueven des -
trucci6n del hemo del citocromo P-450, como por ejemplo 
propilisopropil acetamida, son igualmente capaces de incre -
mentar ALA-S y acumulaci6n de porf irinas (292-394.). Rifkind 
y col. (295) han informado que AIA causa una temprana dis- 
minuci6n en el contenido de P-450 hephtico en el embribn, 
per0 a las pocas horas retorna a valores normales y el grg 
do de destrucci6n del mismo es menor que el hallado en ra- 
tas . 
Aparentemente, en embri6n de pollo, la destrucci6n 
del herno del citocromo P-450 con la consecuente disminu- 
ci6n de 10s niveles del mismo no es un prerequisito para 
la acci6n porfirinoggnica de AIA. 
III.2.b. Porfiria experimental inducida por DDC.  
Las propiedades porfirinoggnicas del DDC fueron des- 
cubiertas por Solomon y Figge en 1959 (296), quienes demos -
traron que en ratones y cobayos, esta droga produce un dis -
turbio en el metabolismo de porfirinas caracterizado por 
un increment0 en el contenido hephtico de Proto y Copro 
(297). 
Asi, la administraci6n de DDC a animales experirnenta -
les produce una porfiria hephtica que semeja la porfiria 
variegata humana (298), con una excesiva formaci6n de Proto 
en el higado que es entonces excretado en cantidades anor- 
males. MAS aGn, cuando la dosis de droga administrada es 
relativamente pequefia, 10s cambios bioquimicos, producidos 
se asemejan a la porfiria variegata en fase latente (299). 
La acumulaci6n de porfirinas y el aumento de ALA-S 
en respuesta a1 tratamiento con DDC, ha sido hallado en hi 
-
gad0 de ratas (276, 299, 300), de embriones de pollo en cul 
tivo (27, 50) e "in vivo" (301-305), y de ratones (306-308). 
A1 igual que en el caso de AIA, el aumento de acti- 
vidad de ALA-S producido por DDC fue debido a un incremen- 
to de proteina enzim6tica (245) y todos 10s reportes sugie- 
ren que esta droga, actGa a nivel de transcripci6n en el 
proceso de sintesis proteica (50, 51, 249). Whiting (57) 
ha demostrado que 10s poliribosomas aislados de higado de 
embriones de pollo tratados con DDC son capaces de sinteti 
zar un polipeptido identificado como ALA-S y Brooker y col. 
(61) han confirmado el aumento de mRNA para ALA-S luego de 
la administraci6n de DDC conjuntamente con AIA. 
En cultivos de hepatocitos de embri6n de pollo, se 
ha calculado una vida media de 4-5 horas para ALA-S indu- 
cido por DDC. Este valor es mayor que el calculado para la 
enzima inducida por AIA (2 horas) en condiciones similares 
y sugieren que DDC puede estabilizar ALA-S o disminuir la 
velocidad de degradaci6n de la misma (51). 
Respecto a su mecanismo de acci6n porfirinoggnica, 
de todas las drogas descriptas, solamente DDC y griseoful- 
vina ejercen su efecto a1 menos en parte, por inhibici6n 
de FeQ. 
Los primeros en describir esta capacidad inhibitoria 
fueron Onisawa y Labb6 (306), quienes encontraron en rato- 
nes tratados con DDC una inhibici6n de la sintesis de hem0 
hephtico que se correlaciona con la acumulaci6n de ALA, PBG 
y porfirinas, especialmente Proto IX. 
Posteriormente, la inhibici6n de actividad de Feq ha 
sido observada tambi6n en higado de ratas (309, 310), de 
embriones de pollo "in vivo" (303-305) y en cultivo (311, 
312). 
La posibilidad de que DDC disminuye la actividad de 
FeQ por deprimir su sintesis, fu6 descartada en experimen- 
tos con cicloheximida en ratas (310) y embriones de pollo 
(304). Se vi6 que dosis de Cicloheximida suficientes como 
para inhibir la inducci6n de ALA-S no tuvieron efecto sobre 
la actividad de FeQ. Este hecho conjuntamente con la rgpida 
inhibici6n de la enzima luego de la administraci6n de DDC 
(1 hora), sugieren que esta droga no deprime FeQ por inhi- 
bici6n de su sintesis. Mbs aGn,descartan la posibilidad 
que DDC induzca la sintesis de una proteina inhibidora de 
la enzima. 
Por otra parte, DDC no ejerce un efecto inhibitorio 
direct0 sobre la actividad de FeQ, ya que la adici6n de 
DDC a homogenatos de higado o preparaciones mitocondriales 
no producen inhibicidn de la enzima (304, 306, 307). 
Aparentemente, el DDC necesita ser convertido "in vi -
vo" en un metabolito activo para inhibir FeQ. Tephly y c01. 
(239) y De Matteis y col. (240) han aislado del higado de 
roedores tratados con DDC, un pigmento verde o porfirina 
modificada, que es un fuerte inhibidor de FeQ. El pigmento 
verde ha sido identificado como una mezcla de 10s 4 is6me- 
ros de N-metil Proto IX (242, 313, 314). 
Por otra parte, 10s 4 is6meros de N-metil Proto IX 
obtenidos por sintesis quimica fueron igualmente potentes 
como inhibidores de FeQ de higado de rata y de embri6n de 
pollo en cultivo (241) y de enzima purificada de higado bg 
vino (225). 
Cole y col. (312) informaron que el 4-alquil sustitu -
yente del DDC es esencial para la inhibici6n de FeQ. Por 
otra parte, se encontr6 que la administraci6n del 4-etil 
anhlogo de DDC a ratones, produce la acumulaci6n de N-etil 
Proto IX que tambikn posee marcada actividad inhibitoria 
de FeQ (315). Todas las evidencias indican que la fuente 
de grupo N-metilo de la N-metil Proto IX es el grupo 
4-metil del DDC (312, 315-317) (Figura 27). 
~ e s ~ e c t o  del origen de la Proto IX, Tephly y col. (318) 
han sugerido que la sustancia inhibidora de FeQ es deriva- 
da del catabolismo del hemo. Por otra parte, se ha informa -
do que el DDC como tambikn 4-etil y 4-propil anhlogo del 
DDC son sustratos suicidas para citocromo P-450 (316, 319- 
321) con la consecuente destrucci6n del citocromo P-450 
preexistente. AdemAs, se encontr6 que en cultivos de embri6n 
de pollo, la capacidad para reducir la actividad de FeQ de 
anhlogos de DDC se corresponde con la capacidad para causar 
pgrdida de citocromo P-450 y destruccibn del hemo (322,323). 
Todos estos resultados apoyan la idea de que la Proto 
IX de las N-alquil Proto derivan de la mitad h4mica del ci- 
tocromo P-450. 
Del estudio "in vitro" del efecto inhibitorio de dis- 
tintas N-alquil porfirinas sobre FeQ, ha sido sugerido que 
la capacidad de las mismas para producir dicho efecto, de- 
pende del tamafio y localizaci6n del grupo N-alquilo en el 
anillo porfirinico (324-327). 
Se ha informado que 10s is6meros de N-etil Proto con 
el grupo N-etilo sobre 10s anillos A y B inhiben FeQ tan 
efectivamente como 10s 4 is6meros de N-metil Proto, en tan -
to que 10s is6meros con el grupo N-etilo sobre 10s anillos 
C y D fueron mucho menos efectivos (325). 
Ortiz de Montellano y col. (328) han sugerido el si- 
guiente modelo para la uni6n de porfirinas a1 sitio activo 
de FeQ. Las porfirinas son atraidas, por sus grupos carbo- 
xilicos, hacia el sitio activo por uniones H o atracciones 
electrost&ticas a trav6s de ciertos residuos de la enzima. 
La mitad de la mol&cula, incluyendo 10s anillos pirr6 -
licos C y D esth unidos a una regi6n est4ricamente forzada 
que ~ 6 1 0  tolera pequeiias sustituciones en 10s N pirr6licos. 
La otra mitad de la mol6cula permanece en una regi6n rela- 
tivamente abierta del sitio activo y as5 esth sujeta a me- 
nores limitaciones est6ricas sobre el tamafio del grupo al- 
quilo unido a 10s anillos A y B. 
Varios autores han reportado que, las dosis de DDC 
necesarias para inhibir FeQ son mucho menores que las re- 
queridas para producir aumento de ALA-S (303, 304, 310) y 
que an6logos de DDC que tienen actividad porfirinog6nica no 
inhiben sin embargo la FeQ (312, 322, 327). 
Por lo tanto, ha sido sugerido que la acci6n porfiri -
noggnica del DDC se debe a la combinaci6n de dos efectos; 
por un lado la inhibici6n de FeQ a travCs de la formaci6n 
de N-metil Proto IX y quizhs tarnbi.Cn una acci6n directa so -
bre el mecanismo de sintesis de ALA-S, coma podria ser el 
aumento del m-RNA para ALA-S (61). 
La griseofulvina es otro agente porfirinog6nico cuya 
acci6n en roedores se debe a la inhibici6n de FeQ (300). 
Por el contrario, esta droga no ejerce ningGn efecto 
inhibeitorio sobre la actividad de FeQ hephtica en embrio- 
nes de pollo (311) y no causa acumulaci6n de porfirinas 
(302). Sin emargo, en cultivos de chlulas de higado de 
embri6n de pollo, Griseofulvina es un potente agente por- 
firinoghico (27) a pesar de que en este sistema tampoco 
se encontr6 inhibici6n de FeQ (311). Ademhs, en respuesta 
a esta droga, la principal porfirina acumulada fuC Copro 
y no Proto. Estos resultados sugieren que el mecanismo por 
el cual griseofulvina produce porfiria experimental en cul -
tivos de hepatocitos de embribn de pollo es diferente a1 
de roedores. 
III.2.c. Porfiria experimental inducida por HCB y otros 
compuestos halogenados. 
Ha sido estimado que durante 1955-1959, aproximada- 
mente 4000 personas, en el sudeste de Turquia,desarrolla- 
<ran porfiria debido a la ingesti6n de semillas de trigo 
tratadas con hexaclorobenceno (HCB) (329) (Figura 27). 
Desde entonces, numerosos estudios experimentales 
han demostrado la capacidad del HCB para producir porfi- 
ria en varias especies de animales (330-336) que semeja 
la porfiria hephtica cuthnea tarda humana (333, 337), en 
la cual el hecho quimico mLs importantes es la increme2 
tada excreci6n urinaria de porfirinas con alto nGmero de 
carboxilos (338). Adem& de las distintas especies anima 
-
les, HCB produce acumulaci6n de porfirinas en cultivos 
primarios de cglulas de higado de embri6n de pollo (27, 
339). 
La porfiria experimental por HCB en ratas esth ca- 
racterizada por una notable acumulaci6n y excreci6n de 
Uro y Hepta, esencialmente de tipo isomgrico I11 (186, 
333, 340). 
E s t o s  efectos, tanto en ratas como en porfiria cut6 
- 
nea tarda humana, son una consecuencia de la marcada in- 
hibici6n de PCL hep6tica (185, 333, 341, 343), con un con 
- 
comitante increment0 de las actividades de ALA-S ade- 
m6s de ALA-D, Uro I-S y Fe Q (187)t 
La actividad de PCL tambign est6 disminuida como 
respuesta a 1  tratamiento cod, 3,7,8-tetra~lo~odib~n~~-~- 
-dioxina (TCDD) (180, 188, 344) algunos bifenilos polibro -
mados (190, 345) y polihalogenados, (190) y esta disminu- 
ci6n esth asociada con la acumulaci6n hephtica de Uro y 
Heptaporfirina.TCDD ha mostrado ser ademhs un potente in- 
ductor de ALA-S (346). 
Tanto la porfiria cuthnea tarda humana(347-349) como 
la porfiria experimental inducida por hidrocarburos clora- 
dos parecen estar asociada a la siderosis hephtica. Asi, 
se ha informado que el contenido de hierro hep5tico se 
vi6 incrementado en ratas por tratamiento con HCB (173, 
350, 351), bifenilos policlorados (352) o TCDD (353). 
Por otra parte, en roedores la sobrecarga de hierro 
acelera y exacerba la porfiria inducida por HCB (170, 354) 
y la inhibici6n de PC& en respuesta a esta droga es mhs 
rhpida y mhs pronunciada en presencia de incrementadas 
cantidades de hierro no hgmico (355). Ademhs, ha sido re- 
portado que una cepa de ratas marcadamente susceptible al 
HCB tiene un contenido de hierro no hgmico hephtico mayor 
que el de las cepas menos susceptibles (356). 
Tambign se ha informado que la porfiria inducida 
por TCDD no se desarrolla en ratones deficientes en hierro 
(357) y que la Desferrioxamina, un especifico quelante de 
hierro mejora el cuadro bioquimico, de la porfiria induci -
da en ratas por HCB (358). 
Por otra parte, Sinclair y Granick (359) han infor- 
mado que 10s quelantes de hierro previenen la acumulaci6n 
de Uro producida por compuestos ciclicos halogenados en 
cultivos de hepatocitos de embri6n de pollo. 
El mecanismo por el cual se producen el bloqueo de 
PCL, en la porfiria causada por HCB y otros compuestos 
polihalogenados es aGn desconocido. 
En roedores, se ha informado que aunque la activi- 
dad catalitica de PCL hephtica esth muy disminuida por 
efecto de HCB 6 TCDD, la concentraci6n de enzima inmuno- 
reactiva no esth alterada (360). 
Esto sugiere la presencia de un inhibidor o modifi- 
caciones covalentes de la enzima con la consecuente inac- 
tivaci6n de la misma. Asi, la presencia de un inhibidor 
parcialmente estable ha sido reportado en preparaci6n de 
ratas tratadas con HCB (361) y ratones tratados con TCDD 
(189). Aunque un efecto inhibitorio direct0 a relativamen -
te altas concentraciones de bifenilos policlorados sobre 
PCL ha sido reportado por Kawanishi y col. (167); muchos 
f f estudios sugieren que a concentraciones efectivas in 
vivo", 10s compuestos porfirinogenicos no son inhibito- 
rios por si mismos y necesitan interactuar con sistemas 
enzimhticos metabolizantes de drogas para generar un inhi -
bidor activo. 
Asi, se ha informado que en hepatocitos de pollo 
cultivados (363, 364) y en codornices (365), el pretra- 
tamiento con p -naftoflavona o 3-Metilcolantreno, induc- 
tores de la isoenzima P-448 del citocromo P-450, potencia 
la porfiria causada por HCB y la misma es bloqueada por 
piperonil buthxido, un inhibidor del metabolismo de dro- 
gas (364). 
El pretratamiento con fenobarbital, otro inductor 
de enzimas metabolizantes de drogas dependientes de citg 
cromo P-450,incrementa la inhibici6n de PCL causada por 
HCB en ratas (187) y en cultivos de hepatocitos de pollo 
tratados con TCDD (366). 
Sinclair y col. (190) han mostrado que la acumula- 
ci6n de Uro causada por bifenilos policlorados y polibrg 
mados en cultivos de hepatocitos de pollo es dependiente 
de la isoenzima de P-450 inducida por 3-Metil colantreno 
y que la administracihn previa o simulthnea de inhibido- 
res de esta isoenzima, tales como piperonil but6xido o 
elipticina, previenen dicha acumulaci6n. 
Todos estos resultados sugieren que la acumulaci6n 
de Uro causada por 10s compuestos halogenado es depen- 
diente del metabolismo de estos por las isoenzimas de 
P-450 dando metabolitos o intermediarios reactivos que 
inhiben la enzima PCL. 
Hasta el momento, no se ha obtenido evidencias di- 
rectas de uni6n de metabolitos a la enzima. Por otro la- 
do, 10s principales metabolitos del HCB han mostrado no 
inducir porfiria (367) aunque se ha informado que algunos 
I I son capaces de inhibir PCL in vitro" (191). 
Contrariamente a esta hip6tesis de la uni6n covalen -
te de algGn metabolito de 10s compuestos halogenados a 
PCL, con la consecuente inhibici6n irreversible de la en- 
zima, Sinclair y col. (368) han informado que la acumula- 
ci6n de Uro causado por bifenilos policlorados puede ser 
repidamente revertida por piperonil but6xido y'otros inhi -
bidores de P-450 y que la recuperaci6n de la sintesis de 
herno no es debida a sintesis de novo de enzima. 
Una hip6teis alternativa que ha sido sugerida es 
que 10s compuestos halogenados pueden causar el bloqueo 
metab6lico indirectamente, por estimulaci6n de la produc- 
ci6n de especies reactivas, per6xidos o radicales libres 
(369-371). 
El rol de las isoenzim~s de P-450, seria unirse a 
las drogas y generar una forma de Oxigeno activado. 
Esta especie de Oxigeno activado podria atacar re- 
versiblemente la PCL 6 mgs probablemente, oxidar 10s por- 
f irin6gencs sustratos a porf irinas (367). 
Si esto fuera asi, el rol sinergistico del hierro 
en la inducci6n de porfiria por HCB puede provenir de la 
capacidad del i6n F'e2+ en participar en las reacciones de 
peroxidaci6n y de radicales libres. 
IV. LINDANO Y HEPTACLOR. 
IV.1. Estructuras quimicas, usos y efectos generales. 
Entre 10s a5os 1940 y 1960, 10s insecticidas organo -
clorados tuvieron un amplio uso en agricultura, para el 
control de insectos plagas y en salud piiblica, en progra- 
mas de control de insectos vectores de enfermedades ( 3 7 2 ) .  
Entre estos compuestos se encuentran el lindano, el is6- 
mero 5 de hexaclorociclohexano, y el heptaclor, un ci- 
clodieno. Las estructuras quimicas de ambos se muestran 
encla Figura 28a. 
El lindano, es importante, debido a su amplio espec -
tro de acci6n biolbgica, alta eficacia a1 estado de vapor, 
bajo costo y fgcil manufactura. Actualmente en nuestro 
pais, es utilizado para proteger las viviendas contra el 
vector del ma1 de chagas, el Triatoma infestans. Tambibn 
es un componente activo de productos farmac6uticos para 
el tratamiento de pediculosis y escabiosis. 
Los compuestos organoclorados tienen la desventaja 
de ser muy persistentes y como resultado de su alta esta- 
bilidad, liposolubilidad y propensibn a la bioacumulaci6n 
pueden entrar a la cadena alimentaria en cantidades sig- 
nificativas, constituyendo un alto riesgo para la salud 
humana . 
La respuesta primaria de exposici6n a lindano es una 
estimulaci6n del sistema nerviosos central resultando en 
hiperexcitabilidad y convulsiones. El mecanismo de su ac- 
ci6n neurot6xica aGn no ha sido aclarado ( 3 7 2 ) .  El linda- 
no puede s.er absorbido a partir del tracto gastrointesti- 
nal, a partir de pulm6n o a travks de la pie1 ( 3 7 3 ) .  Uti- 
lizando 14c-lindano por via intravenosa o intraperi toneal 
se ha demostrado que en ratas, el tejido adiposo es el si- 
tio mhs efectivo para la fijaci6n del mismo ( 3 7 4 ) .  
El lindano ha sido implicado corr~cl responsable de al- 
gunos casts de discrasias sanguineas. El an6lisis clinic0 
de un grupo de trabajadores ocupacionalmente expuestos a 
lindano revel6 un aumento de leucocitos polimorfonucleares 
y reticulocitos y disminuci6n de linf ocitos , protrombi n a  
y menor concentraci6n sanguinea de creatinina y Bcido Gri -
co (375). 
Se ha determinado er. conejos, que la administracibn 
cr6nica de linc'ano condujo a1 desarrollo de anemia y a un 
proceso autoinmune, con aumento del titulo de anticuerpos 
contra 10s propios eritrocitos y contra nucleoproteinas 
del higado. Se observ6 tambign un desbalance en el nivel 
de a~ino6cidos sanguineos con deficiencia de valina, leu- 
cina, isoleucina, metionina, fenilalanina, prctlina, asp6r -
tic0 y glicina (376). 
Estudios experimentales han demostrado que lindano 
increment0 6cidos grasos libres en suero y triptofano li- 
bre y total en c.erebro, (377) ,  glucosa en sangre y nive- 
les de GSH hep6t-icc (378). 
En base a la naturaleza de 10s metabolitos urinarios 
aislados a partir de ratas alimentadas con lindano, Grover 
y Sims (379) propusieron un camino de detoxificaci6r. que 
involucra principalmente reacciones de dehidroclorinaci6n 
dando compuestos arom6ticc~s clorados. 
En concordancia con lo anterior, se ha visto que en 
la orina de personas ocupacion~lmente expuestas a lindano 
Lindano Heptaclor 
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Figura 28b: Metabolism0 de lindano en mamiferos (384). 
10s principales metabolitos excretados fuercn di-, tri- 
y tetraclorofenoles (373). Ademhs, se ha encontrado en 
higado de pollo una actividad dehidroclorinasa que es ca- 
I t  paz de metabolizar este pesticida in vitro" dando, bence- 
nos y fenoles di y triclorados (380). 
En higado de ratas (381-384) y tambign de humanos 
(382) la metabolizaci6n del lindano tiene lugar en micro- 
somas hepAtXcos por reacciones de dehidroclorinaci6n, de- 
hidrogenaci6n y declorinacibn (Figura 28 b), y las mismas 
se ven afectadas por agentes inductores o inhibidores de 
enzimas microsomales (381, 383). Un hallazgo notable es 
que en higado de ratas (384) corno tambi6n en microorganis- 
mos y plantas (385), el HCB ha sido identificado como un 
metabolito de lindano y se ha informado que la sangre de 
personas expuestas a hexaclorociclohexano contienen HCB a- 
demhs de otros metabolitos (386). Este hecho es de parti- 
cular inter& ya que el HCB es un activo agente porfiri- 
noggnico. 
El heptaclor tambign tiene acci6n neurot6xica. La 
intoxicaci6n aguda por heptaclor lleva a una estimulaci6n 
del sistema nervioso central produciendo convulsiones. El 
sitio precis0 y el mecanismo de su acci6n no se conocen 
(372). 
Los estudios bioquimicos han mostrado que hay una 
alteraci6n en la relaci6n de aminogcidos de cerebro y un 
aumento en el nivel de NH3 Esta acci6n podria explicar 
el efecto sobre el sistema nervioso central. 
Estudios de toxicidad cr6nica en animales experimen -
tales mostraron increment0 en la relaci6n peso higado/peso 
corporal y cambios histol6gicos en el higado. 
El heptaclor es metabolizado por las enzimas micro- 
, somales a1 correspondiente ep6xido. El ep6xido es tambiCn 
t6xic0, es liposoluble y es almacenado en el tejido adipo -
so del hombre y otros animlaes. Las evidencias de que la 
epoxidaci6n ocurre rhpidamente en una variedad de especies, 
derivan del hecho que el anglisis de residuos en animales 
que han sido expuestos a heptaclor revelan s6lo almacenamien -
to del ep6xido (387). 
El ep6xido posteriormente puede ser metabolizado a 
sustancias m6s hidrofilicas conjugado y excretado. 
IV.2. Efecto sobre el metabolismo del hemo. 
Respecto a la acci6n de estos compuestos, sobre el 
metabolismo del hemo, se ha reportado que lindano produce 
acumulaci6n de porfirinas en cultivos de hepatocitos de 
embri6n de pollo (276). Sinclair y Granick (359) han in- 
formado que la porfirinaacumulada es princip~.lmente Uro 
111 y este efecto es dependiente de sintesis de protefnas, 
hierro end6geno y citocromo P-450. 
En un trabajo miis reciente, Sinclair y col. (368) 
han informado que la acumulaci6n de Uro producida por 
lindano es revertida por piperonil butbxido, un inhibidor 
del sistema metabolizante de drogas. 
Por otra parte, Simon y Siklosi (388, 389) han infor -
mado que corno resultado de la administracibn de lindano 
a ratas, se produce un aumento en la excrecibn de porfi- 
rinas. 
Paralelamente a 10s estudios de la presente Tesis, 
se ha estudiado en nuestro laboratorio el efecto de lin- 
dano en ratas (390). 
Se ha116 que el pesticida aumentb la excreci6n de 
ALA, PBG y porfirinas en orina y porfirinas en heces- 
Los aumentos en la excretion de porfirinas corroboran 10s 
resultados obtenidos por Simon y Siklosi,pero ellos no de -
tectaron aumentos en la excrecibn urinaria de ALA y PBG. 
De Hatteis (299) encontr6 que en ratas, la adminis- 
traci6n de una Gnica dosis de lindano, no incrementi la 
actividad de ALA-S hepatica en forma significativa pero po -
tencib la estimulaci6n causada por AIA o DDC. La actividad 
de la enzima regulatoria, ALA-S, tampoco se vi6 afectada 
por tratamiento prolongado con lindano (388, 390). 
Respecto al'heptaclor, hasta el momento, no hay nin- 
gGn informe sobre su efecto sobre el metabolismo del hemo. 
OBJETIVO DEL TRABAJO. 
-
El embri6n de pollo ha demostrado s ~ r  un sistema expe -
rimental muy Gtil para el estudio de la capacidad porfirino -
genica de muchas drogas ya sea trabajando en cultivo ( 2 7 )  
como con el embri6n entero (302 ,  3 9 1 ) .  
Hay varios reportes que indican que el higado del em-, 
bri6n de pollo es mas sensible a1 efecto de drogas porfiri- 
nogenicas que el higado de 10s mamlferos ( 276 ,  302,  3 0 3 ) ,  
siendo el orden de sensibilidad el siguiente: embriones de 
1 7  dias > pollos > rat.as ( 3 9 2 ) .  
Por otra parte, haciendo un estudio comparativo de la 
conversi6n de ALA en hemo por homogenato de higado humano 
( 3 9 3 )  y de ratas y embri6n de pollo ( 3 9 4 ) ,  se ha informado 
que el higado humano se asemeja a1 de 10s embriones de pollo. 
La mdxima conversi6n de ALA en hem0 por homogenato 
de hfgado humano ( 3 9 3 ) ,  es aproximadamente igual que el de 
embriones de pollo ( 3 9 4 ) ;  en cambio la velocidad de esta 
cclnversi6n por homogenato.de higado de rata es 5 veces ma- 
yor ( 3 9 4 ) .  Ademds, 10s homogenatos de higado humano y de 
embri6n de pollo acumulan Proto y hemo en cantidades simi- 
lares, en tanto que el de rata acumula el doble de hemo 
.que de Proto. 
Asf, como modelo experime~tal para el estudio del me -
takolismo del hemo, el embri6n de pollo se asemeja a1 h i -  
gad0 humano mds que el higado de roedores. A pesar de ello, 
no es el modelo ideal, ya que el paso limitante de la sin- 
tesis de hem0 a partir de ALA en embri6n de pollo es la 
FeQ mds que PBG-D como ocurre en ratas y humanos ( 3 9 3 ,  394). 
ienienda en cuenta estos antecedentes y en base  a 
lo e#pues%o en la Introducci6n, result6 de interes estudiar- 
e l  e f e c t o  be lindano y heptaclor sobre el metabolis~o del 
Con este fin, dichos pesticidas se administraron a1 
I t  embri6n de pollo in ovo" y se evalu6: 
1) La capacidad porfirinogknica de lindano y heptaclor. 
2) El efecto de dichos plaguicidas sobre tres enzimas cla- 
ves del camino metab6lico del hemo: ALA-S, PCL y FeQ 
El efecto sobre FeQ, enzima que forma el product0 
final y regulatorio del camino, evaluar6 si la acumulaci6n 
de porfirinas que se produce es debido a1 bloqueo de esta 
enzima y si el aumento de ALA-S es consecuencia o no de esa 
posible inhibicibn. En cuanto a la accibn sobre PCL, permi- 
tirh ver si lindano y heptaclor, a semejanza de otros compues 
- 
tos clorados son capaces de bloquear esta enzima y conocer 
ademgs, si en estos efectos esth involucrado un metabolito 
de la droga. 
Por otra parte es interesante estudiar el mecanismo 
intimo de la inducci6n de ALA-S por 10s pesticidas para es- 
tablecer si es dependiente de sintesis de proteinas, si pue 
- 
de ser anulado por hemina y si esth afectada la transloca- 
cibn celular de la enzima. 
Para cumplimentar el objetivo enunciado, se realiza- 
ron 10s siguientes estudios: 
I. Efectos globales sobre el camino del hemo. 
1) Se analiz6 el contenido de porfirinas en el higado 
de 10s embriones tratados con 10s pesticidas. 
2) Se estudib la naturaleza de las porfirinas acumuladas. 
11. Efecto sobre ALA-S. 
Para ver el efecto de lindano y heptaclor sobre ALA-S 
se estudi6: 
1) La actividad de esta enzima en funci6n de la dosis 
de droga administrada y del tiempo de tratamiento. 
2)  La respuesta de la enzima a estos cornpuestos en fun -
ci6n de 10s dias de desarrollo del embri6n. 
Con el objeto de aclarar el mecanismo por el que se pro 
-
duce el aumento de ALA-S por 10s pesticidas, se investig6: 
1) El efecto "in vitro" de lindano y heptaclor sobre la 
actividad de enzima normal. 
2)  El efecto de inhibidores de sintesis de proteinas so 
bre la respuesta de ALA-S a 10s pesticidas. 
3) El efecto de hemina sobre el aumento de ALA-S produ- 
cido por lindano y heptaclor. 
4) La distribuci6n subcelular de la enzima en embriones 
tratados con estos compuestos clorados. 
111. Estudios sobre PCL. 
1) En primer lugar se pus0 a punto el rn6todo de deter- 
minaci6n de PCL en higado de embriones. 
Para ello s& estudi6 el efecto de la concentraci6n 
de sustrato, enzirna, pH, curva de reaccibn, efecto 
de GSH, EDTA, temperatura de incubaci611, oxigeno y 
acci6n de diversos compuestos tales como protectores 
de grupos sulfhidrilos, quelantes, sales halogenadas 
e hierro. 
2) Se estudi6 el efecto de 10s pesticidas sobre las dos 
etapas de decarboxilaci6n del Uro'gen I11 en dos cepas 
de embriones de 17 dias y en pollos de 1 dia. 
3) Se investig6 el efecto del pretratamiento de 10s 
embriones con fenobarbital y SKF-525A, sobre la 
respuesta de la enzima a 10s compuestos clorados. 
IV. Estudios sobre Ferfoquelatasa. 
1) Se adecuaron las condiciones de medici6n de esta en 
zima en base a 10s m6todos publicados para embriones 
2) Se estudi6 el efecto de lindano y heptaclor sobre la 
actividad hep6tica de esta enzima. 
Estos estudios permitirhn as$ estudiar la capacidad 
porfirinogenica de estos dos pesticidas ampliamente usados 
en agricultura y conocer a nivel molecular 10s mecanismos 
involucrados en la desregulaci6n de este camino, llevando 
como consecuencia de 10s mismos a la porfiria. 
Conocimientos, que como se ha documentado en la Intro 
-
duccihn, son carentes para heptaclor e incompletos para lin 
dano . 
El presente estudio se encara con la idea de tener 
un mejor conocimiento de la acci6n biol6gica de estos pest2 
cidas, sobre todo en lo que concierne a1 camino metab6lico 
del hemo. 
Esto Gltimo es importante ya que se sabe que aGn pe- 
quefias dosis de drogas porfirinog6nicas son' capaces de d e s e ~  
cadenar o exac-erbar cuadros de porfiria en personas con el 
rasgo hereditario latente (395). 
As5 mismo, con la idea de inferir la posibilidad de 
que el represor natural del camino biosintgtico del herno 
pudiere atenuar la porfiria producida por estos pesticidas 
y desde un punto de vista b6sic0, de ampliar el espectro de 
conocimiento sobre la regulaci6n del mencionado camino. 
M A T E R I A L E S  
M E T O D O S .  
MATERIALES. 
DROGAS . 
Lindano: de CompaSia Quimica S.A., Buenos Aires, Argentina, 
por gentileza del Dr. Turk. Grado tecnico. 
Heptaclor: de Chemotecnica Sintyal S.A., Buenos Aires, Ar- 
gentina por gentileza del Dr. Sade. Grado T6cnico. 
Fenobarbital: de B a y e r  Argentina S.A., Buenos Aires, Argen 
-
tina, por cortesfa del Dr. M6ndez. 
SKF-525 A: de Smith, Kline & French International Co., 
Philadelphia P.A. por gentileza del Dr. Prieto de 
SKF-Argentina. 
Cicloheximida: de Sigma Chemical Co. 
Actinomicina D: de Sigma Chemical Co. 
Hemina: de Porphyrin Products, Logan, Utah. 
SUSTRATOS . 
Glicina: de Sigma Chemical Co. 
Uro 111: Aislada de turacina como describen San ~artfn de 
Viale y col. (333) o adquirida a Porphyrin Products, 
Logan, Utah. 
Meso IX: de Porphyrin Products, Logan, Utah. 
Succinato de sodio: de Sigma Chemical Co. 
Coenzima A: de Sigma Chemical Co. 
S04Fe.7H20: May and Baker. 
. 
INT: de Sigma Chemical Co. 
SOLVENTES. 
Acetato de etilo: Douglas o Atanor p.a. 
Acido acetic0 glacial: Douglas p.a. 
Acido percl6rico: Mallinckrodt o Merck p.a. 
Benceno: Carlo Erba RP. 
Cloroformo: Carlo Erba RP y FU, Merck o Sintorgan p.a. 
DMSO: Sigma Chemical Co. 
Dioxano: Lowens, o Merck p.a. 
Kerosene: Fracci6n 190-240". Se obtuvo a partir de kerosene 
comercial por el metodo de Falk y Benson (396). 
Este fue lavado varias veces con agua, secado 48 
horas sobre C12Ca granulado y destilado en colurnna 
rectificadora. Se hizo una primera destilaci6n en- 
tre 180-250" y esta fracci6n se volvi6 a destilar 
recogiendo la fracci6n 190-240". 
Metanol: Carlo Erba RP. 
OTRAS DROGAS. 
P.Pal: de Sigma Chemical Co. 
EDTA: Mallinckrodt. 
GSH: de Sigma Chemical Co. 
p-DMAB: Mallinckrodt o Merck. 
ATP: Sigma Chemical Co. 
Piridina: Carlo Erba RP. 
Tween 80: de Atlas cedida gentilmente por el Dr. Celotto. 
Reactivo de Folin-Ciocalteau: Merck p.a. 
MATERIAL AUXILIAR. 
Jeringas: Becton-Dickinson de tuberculina de 0,5 rnl. 
Agujas: descartables estgriles calibre 22 y 1 1/2 pulgadas. 
Crornatoplacas: Merck de Silica Gel 60 F254 de 5 por 20 crn 
y 0,25 mm. de espesor. 
Papel de filtro: Whatman N U  para cromatografia. 
Escherichia coli B: cedida gentilrnente por el Dr. Alberto 
A. Viale de la Chtedra de Microbiologia 




ANIMALES DE EXPERIMENTACION. 
Embriones de pollo de 17 6 18 dias de las cepas White Leghorn 
o New Hampshire que se adquieren a las edades correspondien- 
tes en un comercio (~lonso S.R.L.). Se mantienen en incubado- 
ra a 36-39". 
Pollitos de 1 dia de la Cepa White Leghorn. 
Para 10s estudios de contenido de porfirinas, ALA-S y Ferro- 
quelatasa se ernplearon ernbriones White Leghorn. 
Para estudiar el efecto de lindano y heptaclor sobre PCL se 
emplearon embriones White Leghorn y New Hamsphire. 
I. T R A T A M I E N T O  DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION. 
METODOS . 
1.1. Inoculaci6n de embriones. 
Se marca con un lhpiz de grafito la cAmara de aire, 
mirando el huevo a' trav6s del ovoscopio. Como se muestra 
en la Figura 29, se desinfecta la chscara por encima de la 
cgmara de aire con un algod6n embebido en alcoho1,se hace 
un pequeiio orificio con un pun2611 y luego se corta con ti- 
jera un disco de aproximadamente 1 cm. de digmetro. Con pi -
peta Pasteur est6ril se colocan 2 6 3 gotas de soluci6n fL 
siol6gica estgril, con el objeto de transparentar la membrg 
na corioalantoica. 
Las drogas se inyectan a trav6s.de esta membrana en 
10s fluidos que rodean a1 embribn, como se muestra en la 
Figura 29, utilizando una jeringa de 0,5 ml provista de 
una aguja descartable est6ril calibre 22 de 1,5 pulgadas. 
Lindano y heptaclor se inyectan disueltos en 0,2 ml 
de DMSO, lo mismo que la hemina. Fenobarbital, SKF-525 A, 
Cicloheximida y Actinomicina D se inyectan disueltos en 
0,2 ml de soluci6n fisiol6gica est6ril. 
La abertura de la cgmara de aire se sella con cinta 
adhesiva y 10s embriones se colocan en cgmara hGmeda a 
36-39QC 
1.2. Inoculaci6n de pollitos. 
Los pollitos se inyectan intraperitonealmente utili- 
zando una jeringa y aguja est6ril similar a la empleada 
Figura 29. Esquema del procedimiento de Inoculaci6n de 
10s embriones. 
para embriones. Luego de la inyecci6n se 10s mantiene a 
temperatura ambiente hasta el momento del sacrificio.. 
1.3. Obtenci6n del higado. -
Luego de 10s tiempos de incubaci6n indicados en cada 
caso se'sacan 10s huevos de la incubadora. Los embriones 
se matan por decapitaci6n,.sac~ndolos previamente del huevo 
a travQs del orificio practicado en la c6mara de aire. In- 
mediatamente se les extrae el higado, tratando de no romper 
la vescicula biliar y se colocan en soluci6n fisiol6gica 
fria. 
Los higados se secan, se pesan y se homogeneizan en 
el medio correspondiente de acuerdo a lo que se desea ana- 
lizar, contenido y naturaleza de porfirinas acurnuladas o 
actividades enzimhticas. 
Los pollitos se matan por decapitaci6n y luego 10s hi -
gados se procesan como se acaba de describir. 
11. ANALISIS DE PORFIRINAS. 
11. 1. Determinacihn del contenido hep6tico de porfirinas. 
Para evaluar la ac:umulaci6n de porfirinas en el hi- 
gad0 de 10s embriones, Qstas fueron extraidas segGn el 
mQtodo descripto por Racz y Marks (302). 
El higado seco y pesado (0,3-0,5 g) se hornogeneiza 
en un potter de vidrio con gmbolo de tefl6n con 5 ml de la 
mezcla acetato de etilo: k i d 0  acgtico (4:1, v/v). El ho- 
mogenato obtenido se centrifuga y el sobrenadante se coloca 
en una ampolla de decantaci6n que contiene 10-12 ml de ace- 
tat0 de sodio 3% (p/v). El precipitado se macera con una 
varilla de vidrio mhs 5 ml de la mezcla acetato de etilo: 
Acido achtico y se vuelve a centrifugar. El sobrenadante 
Gltimo se reGne con el primer0 en la ampolla. Esta operaci6n 
se repite hasta llegar a fluorescencia negativa en el sobre 
nadante, a1 observarlo bajo luz ultravioleta. El precipitado 
finalmente se descarta. Se tienen entonces todos 10s sobre- 
nadantes reunidos en la ampolla, se agita suavemente por ro 
- 
taci6n y se separa la fase acuosa inferior. La fase superior 
se lava dos veces con 10 ml de acetato de sodio 3% reuniendo 
las fases acuosas de 10s lavados. 
La fase orghnica se pasa a un erlenmeyer. A la fase 
- .~ 
acuosa se le extraen las porfirinas con acetato de etilo . . ,  
- _ -  - >  
hasta fluorescencia negativa. Los extractos orghnicos de 
estos lavados se rehnen en una ampolla de decantaci6n y se:.; 
. . 
'a > 
lavan con 10 ml de acetato de sodio 3% para eliminar el pg 
sible hcido acgtico que pudiera haber quedado en esta fase. 
Todos 10s extractos acetato de etilo se rehnen en una 
ampolla de decantaci6n y se extraen las porfirinas con HC1 
5%. Se colocan pequefios volhmenes de HCl 5% y se agita vi- 
gorosamente. La fase clorhidrica se filtra a trav6s de pa- 
pel de filtro doble (Whatman Ne 42) embebido en HC1 5%. Se 
repite la extracci6n hasta llegar a fluorescencia negativa. 
Se lee el volumen recogido, se homogeneiza y se realizan 
las lecturas fluorimhtriCas utilizando como standard una 
soluci6n de Copro I11 en HC1 5%, de aproximadamente 0,7-0,8 
ug/ml . 
Los ug de porfirinas totales se calculan como: 
ug de porfirinas = Lectura x Volumen x f. 
donde f es el factor de calibraci6n. 
Los resultados se expresan como : ug porfirinas/g de higado. 
11.2. AnAlisis de la naturaleza de las porfirinas acumuladas. 
Para analizar la naturaleza de las porfirinas acumula- 
das, 6stas fueron esterificas para obtener 10s metil hsteres 
correspondientes y luego se realiz6 la separaci6n de 10s mig 
mos por cromatografia en capa delgada o cromatografia liquida 
de alta presi6n (HPLC) en algunos casos. 
II.2.a. Esterificaci6n de las porfirinas. 
Luego de realizadas las lecturas fluorimhtricas, 10s 
extractos clorhidricos conteniendo las porfirinas se secan 
en un desecador bajo vgcio y una vez secos, se les agregan 
20 ml de la mezcla metanol: S04H2, (19:1, v/v) y se las de- 
ja en la oscuridad 15 horas. A1 cab0 de ese tiempo se reali 
za el pasaje a cloroformo de las porfirinas esterificadas. 
II.2.b. Pasaje a cloroformo. 
A la soluci6n de porfirinas en la mezcla esterifican- 
te se le agregan 10 ml de cloroformo y luego se lleva a pH 
4,5 con soluci6n saturada de acetato de sodio. Se vuelca la 
mezcla en una ampolla de decantaci6n que contiene 10-12 ml 
de agua destilada y se agita suavemente. Se separa la fase 
clorof6rmica inferior que contiene las porfirinas esterifi -
cadas. A la*fase acuosa remanente se le siguen extrayendo 
las porfirinas con pequefios volfimenes de cloroformo hasta 
fluorescencia negativa bajo luz ultravioleta. 
Los extractos clorof6rmicos se reGnen en la ampolla 
y se lavan con agua destilada. Como la fase clorof6rmica 
luego de todo este proceso queda emulsionada, se la agita 
en ampolla de decantaci6n con igual volumen de soluci6n de 
NaCl 7% y luego se recoge la fase clorof6rmica limpida, fil -
tr6ndola por papel de filtro doble embebido en cloroformo. 
El extract0 clorof6rmico luego se concentra a bafio 
Maria a1 vacio y se guardan las porfirinas esterificadas 
secas para su an6lisis cromatogr6fico. 
II.2.c. Identificaci6n de porfirinas por cromatografia en 
placa delgada. 
Para la separaci6n cromatogr6fica de las porfirinas, 
se utilizaron placas de Silica Gel 60 F 254 de 5 x 20 cm y 
0,25 mm de espesor,de acuerdo a1 mktodo descripto por Doss 
(398). 
Primero se realiza la limpieza de las placas haciendo 
dos corridas sucesivas, primer0 en cloroformo:metanol (2 + 1, 
v + v) y luego en cloroformo:metanol (1 + 2, v + v). Luego 
de secadas, las placas se reactivan a 80% durante 30 minu- 
tos. 
Se carga el tanque de desarrollo con la mezcla ben- 
ceno:acetato de eti1o:metanol (85 + 13,5 + 1,5, v + v + v) 
y se satura durante 30-45 minutos. 
Las porfirinas esterificas se disuelven en un peque- 
fio volumen de cloroformo y se siembran en la placa en for- 
ma de linea. Se corren testigos de Uro, Hepta, Hexa, Penta 
y Coproporfirina metil gsteres. 
La placa se desarrolla por la tgcnica ascendente y 
luego se revela bajo lgmpara ultravioleta de Wood, rhpida- 
mente, evitando que se seque para que las manchas no pierdan 
nitidez. 
Las porfirinas se separan por este mgtodo segGn el 
nGmero de carboxilos, siendo el orden de movilidad inverso 
a1 nGmero de carboxilos presentes. 
Se identifica el lugar donde aparece la rnancha de ca- 
da porfirina en la placa marcando con un punz6n.Con una es- 
pgtula se raspa el gel recogiendola en un tub0 de centrifu- 
ga, luego se procede a la eluci6n con pequefios voliimenes de 
cloroformo, separando el eluido por centrifugacibn. Se mi- 
den 10s volGmenes recogido~ y las porfirinas se cuantifi- 
can espectrofotom~tricamente. 
II.2.d. Determinacibn cuantitativa de porfirinas metil gster. 
- 
Para la determinacibn c-uantitativa de cada una de las 
porfirinas eluidas del cromatograma, se determina la absor- 
bancia en la regi6n de la banda Soret comprendida entre 400 
y 410 nm, en el mhximo correspondiente a cada una. Se cal- 
culan 10s nmoles utilizando la reciproca de 10s coeficientes 
de extinci6n dados por Salum y col. (399). 
La reciproca de 10s coeficientes de extinci6n en cloro- 
formo de las porfirinas de 5- y 6-COOH fueron interpolados 
entre 10s valores correspondiente~ a las porfirinas de 7- y 
4-COOH, suponiendo una funci6n lineal entre el nGmero de 
COOH y la reciproca del coeficiente de extinci6n. 
Con estos resultados, se pueden calcular 10s porcen- 
tajes relativos en que aparecen cada una de las porfirinas 
en la cromatografia. 
II.2.e. Separaci6n de porfirinas metil 6steres por HPLC. 
La separaci6n de las porfirinas por HPLC se realiz6 
segGn la tgcnica descripta por Gray y col. (400). 
Se utiliza un detector de absorbancia 440 usado a 
404 nm y una bomba 6000 A con un inyector UGK. Se utilizan 
Columnas de u Porasil de 30 x 4 cm y el sistema de solven- 
tes es n-heptano:acetato de etilo (3:2, v/v)- a un flujo 
de 1,5 ml y 700 psi. 
La mezcla de porfirinas metil Asteres se disuelven 
en un pequefio volumen de cloroformo y se inyectan 20-25 ul. 
Las porfirinas se cuantifican usando curvas de calibraci6n 
preparadas para cada una de ellas ya que hay una relaci6n 
lineal entre el Qrea bajo el pic0 y la cantidad de porfi- 
rinas. Los coeficientes de proporcionalidad (~rea/nmoles) 
fueron 24 y 12,2 para Uro metil Aster; 19 y 9,9 para Hepta; 
17 y 8,7 para Hexa; 26 y 12,2 para Penta y 23 y 10,5 para 
Copro metil Cster, usando 0,05 y 0,1 unidades de absorban- 
cia respectivamente para la escala total (358). 
111. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE ALA-S. 
Los higados se homogeneizan en 4 voldmenes (v/p) de 
una soluci6n que contiene EDTA 0,5 mM; Tris-HC1 8,35 mM y 
Tris base 1,6 mM (pH: 7,4). 
La actividad de ALA-S se determina en el homogenato 
de acuerdo a1 m6todo de Rifkind y col. (391) que a su vez 
es una modificaci6n del m6todo de Marver y col. (401). 
La mezcla de incubaci6n contiene en un volumen de 
2 ml: 0,06 M de buffer Tris-HC1 (pH: 7,2); 0,075 M de Gli- 
cina; 0,Ol M de EDTA; 0,15 mM de PPal y 0,5 ml de homoge- 
nato que contiene 0,125 g de higado. Las incubaciones se 
realizan en tubos de ensayo, a 372C, con agitaci6n mec6ni- 
ca, durante 1 hora. Finalizada la misma, 10s tubos se colo -
can en hielo y se agregan 0,5 ml de TCA 25% (p/v). Los blan -
cos de incubaci6n llevan 10s mismos reactivos que 10s ensa- 
yos y no se incuban, 
Las incubaciones desproteinizadas se dejan por lo me- 
nos 1 hora en frio o en muchas ocasiones se guardan hasta 
el dia siguiente en heladera. 
Para la determinaci6n colorimCtrica del ALA formado, 
se separa el sobrenadante por centrifugacibn y se lleva a 
pH: 4-4,s con NaOH 5 N. Luego se transfiere a otro tubo una 
alicuota de 1 ml. se le agrega 1 ml de buffer acetato de so -
dio 0,l M (pH: 4,6) y 0,05 ml de acetil acetona (2,4-penta- 
nodiona). Se calienta a 100QC durante 10 ainutos para con- 
vertir el ALA a ALA pirrol por condensacibn con acetilace- 
tona (402). Una vez frio,se le agrega igual volumen de reac 
- 
tivo de Ehrlich modificado y luego de 15 minutos se determi 
na la absorbancia a 550 nm. 
Para preparar el reactivo de Ehrlich modificado se 
disuelve 1 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 30 ml de A- 
c i d ~  ac6tico glacial, se asaden 8 ml de Bcido percl6rico 
70% y se lleva a 50 ml con Bcido ac6tico glacial. Este reac 
- 
tivo es estable durante 6-8 horas a ternperatura ambiente. 
En base a la diferen.cia de absorbancia entre el ensa- 
yo y el blanco, se determinan 10s nmoles de ALA formado u- 
tilizando un EmM 555 = 62 (187). 
La actividad de ALA-S se expresa como: 
nmoles de ALA/g de higadohora. 
IV. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE ALA-S. 
IV.l. Obtencibn de las fracciones subcelu1ares. 
Los higados provenientes de 4 embriones se homogenei- 
zan en 4 volGmenes (v/p) de Sacarosa 0,25 M (pH: 7,Z). 
El homogenato se centrifuga a 600 x g durante 10 mi- 
nutos para separar 10s nGcleos. El precipitado de nGcleos 
se lava 3 veces con la solucibn de homogeneizaci6n y 10s 
sobrenadantes,reunidos con el original. Para separar las 
mitocondrias, el sobrenadante de 600 x g se centrifuga a 
11.000 x g, 20 minutos y las mitocondrias precipitadas se 
lavan una vez con Sacarosa 0,25 M. El sobrenadante total 
resultante se centrifuga a 105.000 x g por 60 minutos y 
se obtienen as5 10s microsomas precipitados y el citosol. 
Para la determinacibn de actividades enzimAticas, 
10s nGcleos, mitocondrias y microsomas se resuspenden en 
la soluci6n de Sacarosa 0,25M llevdndolos a un vnlumen de 
3,5 ml y el soluble se usa como tal. 
En cada fracci6n se mide la actividad de ALA-S y 
como marcador mitocondrial, Succinico deshidrogenasa (SDH). 
En estas experiencias, la actividad de ALA-S se mide con 
agregado de Succinil-CoA Sintetasa'(~ucc-COA-S) para ase- 
gurar que en todas las fracciones haya suficiente Succi- 
nil CoA, ya que gsta es una enzima mitocondrial. 
IV.2. Medicibn de la actividad de ALA-S con agregado de 
Succ-CoA-S. 
El medio de incubaci6n contiene en un volumen final 
de 2 ml = 0,05 M de buffer Tris -HC1 (pH: 7,2); 0,10 de 
Glicina; 0,01 M de EDTA; 0,15 mM de PPal; 0,05 M de ATP 
0 , l  rnM de CoASH; 0,02 M de MgC12; 0,005 M de Succinato de 
Sodio; 0,05 unidades de Succ.CoA-S (obtenida de Escherichia 
coli (38) y medida por el mCtodo de Kaufman (403))y 0,5 ml 
de homogenato o de fracciones subcelulares. Las incubacio- 
nes se llevan a cab0 en tubos de ensayo, a 37nC, durante 
1 hora y con agitaci6n mechnica. Se desproteinizan con 
0,5 ml de TCA 25% (P/v). La colorimetria se realiza de la 
misma manera que se describi6 anteriormente en la medici6n 
de ALA-S sin agregado de Succ.CoA-S, secci6n 111. 
La actividad de cada fracci6n se expresa como: 
~nmoles ALA/g. higado/ hora 
IV.3.a. Obtenci6n de Succinil-CoA Sintetasa. 
Esta enzima fue obtenida, a partir de Escherichia 
coli B como describen Ohashi y Kikuchi (38). Las bacterias 
cedidas por el Dr. Alberto A.  Viale de la CBtedra de Micro -
biologia se hicieron crecer aer6bicamente en un medio con- 
teniendo Succinato como Gnica fuente de Carbono (Gibson y 
col. (404)). 
El medio de cultivo tiene la siguiente compcsici6n: 
Succinato dis6dico. 6H20 2,2%. Cada litro de medio se ino- 
cu16 con 30 ml de un cultivo de Escherichia coli crecidas 
durante 10 horas en igual medio y se incubaron a 372C con 
agitaci6n durante 30 horas. 
Las bacterias se ~recipitan por centrifugaci6n a 
6000 x g, 15 minutos luego se suspenden en buffer fosfato 
0,02 M (p~: 7,2) conteniendo MgC12 0,02 M. Las cClulas se 
sonican con 2 pulsos de 30 segundos (130 vatios/cm2 dl) 
con un interval0 de 30 segundos y luego se centrifugan a 
10.000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se f r a c c i o -  
na con S04(~~4)2 y la fracci6n de protefnas precipitadas 
entre 50 y 65% de saturaci6n se pasa a travgs de una co- 
lumna de Sephadex G-25 eluidas con buffer Tris-C1H 0,l M 
(pH: 7.2). La fracci6n proteica libre de sulfatos se uti- 
liza como fuente de Succ.CoA-S. Esta preparaci6n no pre- 
senta actividad de ALA-S y es estable por meses guardada 
en congeladora. 
IV.3.b. Medici6n de la actividad de Succinil CoA-Sintetasa. 
Esta enzima cataliza la formaci6n de Succ.CoA a 
partir de Succinato y CoASH en presencia de ATP. En pre- 
sencia de hidroxil amina, el Succinil CoA formado reaccio 
- 
na dando Qcido succinohidrox~micc que se determina con el 
reactivo de FeC13 de Lipmann y Tuttle (405). 
La actividad de esta enzima se mide como ya se dijo 
por el metodo de Kaufman (403). A 0,4 ml de NH20H 2.4 M 
neutralizado con KOH se le agregan 0,1 ml de cada uno de 
10s siguientes reactivos: buffer Tris-C1H 1 M (pH; 7,4); 
Succinato de potasio 1 M; ATP 0,l M; CoASH 0,0013 M; GSH 
0,2 M; MgC12 0,l M; se adiciona la enzima y se completa 
a 2 ml de volumen final con agua destilada. Los ensayos 
se incuban a 37% durante 30 minutoq. La reacci6n se para 
por la adici6n de 1 ml de una soluci6n fresca conteniendo 
volGmenes iguales de C13Fe 5%; HC1 3 N y TCA 12%. La pro- 
teina precipitada se remueve por centrifugaci6n y se de- 
termina la absorbancia del sohenadante a 504 nm. 
La c u r v a  de calibraci6n se realiz6 con anhidrido 
succinico ya que 6ste forma el Bcido succinico hidroxgmi- 
co, obtenigndose un valor de reciproca de pendiente de 
2,4 umoles. 
Una unidad de SuccCoA-S se define como la cantidad 
de enzima que cataliza la formacidn de 1 umol de dcido 
succinohidroxdmico en 1 minuto a 37%. 
IV. 4. ~edici6n de la actividad de Succinico deshidrogenasa. 
La actividad de SDH, enzima localizada en'la membra- 
na interna mitocondrial y utilizada por ello como marcador 
mitocondrial, se midid de acuerdo a1 mdtodo de Pennington 
(406) como Succinato-2-p-Iodofenil-3-(p-nitrofenil)5-£e- 
nil tetrazolio reductasa. 
El medio de incubaci6n contiene en un volumen final 
de 1 ml: 50 mM de buffer fosfato de potasio (pH: 7,4); 
0,1% de cloruro de 2-(p-~odofenil)-3-(p-nitrofenil) 5-fe- 
nil tetrazolio (INT); 50 mM de Succinato de sodio; 25 mM 
de Sacarosa y la enzima. Los ensayos se incubaron 15 minu -
tos a 372C y se agrega 1 ml de TCA 10%. El formazdn for- 
mado, product0 de la reducci6n del INT, se extrae con 4 ml 
de acetato de etilo y se mide la absorbancia de la fase 
orgdnica a 490 nm. 
Se define una unidad de SDH como la cantidad de en- 
zima que cataliza la reducci6n de INT produciendo un aumen -
to de absorbancia de 1 leido a 490 nm, en las condiciones 
de ensayo utilizadas (281). 
La actividad de SDH se expresa como: 
Unidades de enzima/g. higad01 15 minutos 
V. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE PORFIRINOGENO CARBOXILIASA. 
V.a. Preparaci6n de Uroporfirin6geno 111. 
El sustrato, urdgen I11 se prepara de acuerdo a1 metodo 
de Mauzerall y Granick (150), que consiste en la reduc- 
ci6n de Uro I11 con amalgama de sodio en medio bhsico. 
A una soluci6n de Uro I11 en NaOH 25 mM se le agre- 
ga amalgama de sodio a1 3% recientemente pulverizada en 
mortero, aproximadamente en relaci6n 0,2 - 1,O g de amal- 
gama/ml de solucidn de Uro. Se agita vigorosamente en tub0 
cerrado. Luego de 10-20 minutos, se produce la reducci6n 
de la porfirina, lo que se comprueba por la pCrdida de 
fluorescencia roja a1 observar la soluci6n a la lhmpara 
ultravioleta de Wood. 
Para separar la amalgama sobrante, se filtra a1 va- 
cio, a travCs de una pequefia plaquita filtrante de poro 
fino, provisto de un disco de papel. El filtrado se lleva 
a pH 7-7,2 con H3P04 40% (P/v) y se mantiene constantemen 
-
te bajo Nitr6geno hasta el momento de ser usado. Estas 
operaciones deben ser realizadas lo mhs ri~idamente posi- 
ble para evitar la oxidaci6n del porfirin6geno. 
La preparaci611,asi como tambiCn el pipeteo del por 
Eirindgeno se realiza en cuarto oscuro y bajo una t e n u e  
luz roja. 
V.b. Preparaci6n de la amalgama de sodio. 
Aproximadamente 30 g de mercurio se calientan a 30- 
4OeC,en cdpsula de porcelana y se introducen en la masa 
fundida trozos pequefios de sodio recientemente cortados 
(407). Esta operaci6n se realiza bajo campana y con sumo 
cuidado. Se deja enfriar, con lo cual la amalgama se en- 
durece y se puede guardar en frasco seco y bien cerrado 
en un desecador. 
V.C. Ensayo de actividad. 
La actividad de PCL fue medida como detallan San 
Martin de Viale y col. (186). 
Los higados de 2 6 3 embriones se homogeneizan en 
5 volGmenes (v/P) de KC1 0,154 M. Los homogenatos se cen- 
trifugan a 11.000 x g durante 20 minutos y el sobrenadan- 
,te resultante se utiliza como preparaci6n enzimhtica. 
La mezcla de incubaci6n contiene en un volumen fi- 
nal de 4 ml: 0,5 ml de preparaci6n enzimhtica que contie- 
ne entre 8,5-10 mg de proteinas; 0,067 M de buffer fosfa- 
to de potasio (pH: 6,8) y 2 uM de ~rdgen 111. En 10s pri- 
meros ensayos se agreg6 ademhs, 0,l mM de EDTA y I mM de 
GSH, estos reactivos luego fueron omitidos porque,como se 
ver6 en Resultados no son necesarios. Las incubaciones se 
realizan en tubos de Thunberg, anaerhbicamente, en la 0s- 
curidad y con agitaci6n mecAnica, a 372C, durante 30 minu 
- 
tos. A1 cab0 de ese tiempo, 10s tubos se colocan en hielo 
y se detienen las incubaciones por la entrada de Oxigeno 
y el agregado de 0,4 ml de HC1 conc. Los incubados se de- 
jan expuestos al aire y la luz para oxidar 10s porfirin6- 
genos a porfirinas. Estas son luego extraidas filtrando 
la mezcla de incubaci6n a travQs de papel de filtro. Las 
porfirinas extraidas se secan en desecador bajo vacio y 
una vez secos, se esterifican por agregado de la mezcla 
metanol-S04H2 (19:1, v:v) durante 36 horas a temperatura 
ambiente y en la oscuridad. A1 cab0 de ese tiempo, las 
porfirinas metil gsteres se extraen en cloroformo como se 
describe en la secci6n II.2.b. 
La separaci6n de las porfirinas se lleva a cab0 por 
cromatografia en papel, cada una de las porfirinas presen 
- 
tes se eluye del papel con cloroformo y se cuantifican es 
-
pectrofotom&tricamente. 
La actividad de la primer etapa de decarboxilaci6n 
del Urogen, es decir el pasaje de Uro'gen a Hepta'gen se 
expresa como: 
nmoles de porfirinas de 7- + 6- + 5- + 4-COOH/mg proteins/ 
3 0 m i n .  
La actividad de la segunda etapa de decarboxilaci6n 
o sea el pasaje de Hepta'gen a Coprotgen, se expresa como: 
nmoles de 4-COOH porfiri'na / mg proteina / 3 0 m i n .  
V.d. Separaci6n de porfirinas metil Qster por cromatografia 
en papel. 
-
La mezcla de las porfirinas esterificadas provenien- 
te de las incubaciones, se disuelven en un pequefio volumen 
de cloroformo y se aplican en forma de una linea angosta 
de 4-4,5 cm de longitud sobre una tira de papel Whatman Ncl 
y la cromatografia se desarrolla en forma ascendente por 
el sistema de Falk y Benson (396); Se siembran ademhs tes 
-
tigos de las distintas porfirinas metil hster. 
Se realizan dos corridas cromatogrhficas sucesivas. 
La primer corrida se hace en cuba cromatogrLfica saturada 
con cloroformo y el solvente de desarrollo es cloroformo; 
kerosene (2:1, v/v). Se deja correr la cromatografia 15 
rninutos, se saca el papel y revelando bajo lhpara ultra- 
violeta se descarta la zona de siembra,donde quedan las 
impurezas. 
La segunda corrida se hace en una cuba saturada con 
dioxano y el solvente de desarrollo es kerosene:dioxano 
(2,5:1, v/v). En esta corrida las porfirinas esterificadas 
se separan de acuerdo a1 nGmero de cadenas laterales COOH 
que posee la mol&cula, siendo las de mayor rnovilidad las 
de menor nGmero de COOH. Desde el frente hacia la linea 
de siembra el orden en que aparecerhn las distintas porfi 
-
rinas es: Copro, Penta, Hexa, Hepta y Uro. En este segun- 
do solvente se deja desarrollar la cromatografia durante 
2,5 horas, se revela entonces mirando la fluorescencia a 
la lAmpara ultravioleta y se marca con l6piz de grafito 
la zona del papel que corresponde a cada porfirina. 
Luego, el papel se seca, se corta y cada banda se 
eluye separadamente con cloroformo. Las porfirinas se cuan 
- 
tifican espectrofotom6tricamente como ya ha sido descripto, 
secci6n 11.2. d. 
reniendo 10s porcentajes relativos de las diferentes 
porfirinas presentes a1 final de la incubaci6n y sabiendo 
10s nmoles del sustrato (Uro'gen) incubados, se pueden cal- 
cular 10s nmoles de intermediar'ios (Hepta,Hexa y Penta) y 
product0 (Copro). 
V.e. Determinacibn de protefnas. 
Las protefnas fueron determinadas por el metodo de 
Lowry y col. (408). Las muestras se diluyen convenientemen -
te con agua destilada de mod0 de utilizar una alfcuota de 
0,1 a O,4 ml por ensayo. A esta alfcuota se le agregan 2 ml 
de solucidn alcalina de cobre, que se prepara mezclando 
1 ml de soluci6n de S04Cu.5H20 a1 1% en tartrato de sodio 
y potasio a1 0,5% con 50 ml de soluci6n de C03Na2 2% en 
NaOH 0,1 N. Luego de 10 minutos se agregan 0,2 ml de reac- 
tivo de Folin-Cioc'alteau y a1 cab0 de 30 minutos se deter- 
mina la absorbancia a 660 nm. 
Para realizar la curva de calibracidn se utiliza una 
scluci6n testigo de alb~mina bovina (0,5 mg/ml). 
VI. DETERMINACION DE LA ACTlVIDAD DE FERROQUELATASA. 
V1.a. Preparaci6n de la soluci6n de Mesoporfirina IX. 
La soluci6n de Mesoporfirina IX que se utiliza como. 
sustrato de FeQ, se prepara como describen Porra y co1.(234). 
La porfirina se disuelve en un pequefio volumen de 
N H 3  2 N ,  la soluci6n obtenida se diluye 10-20 veces, se 
neutraliza a pH: 8,2 con HCl 1 N y se lo hace 0,01 M res 
- 
pecto a buffer Tris-ClH, pH: 8,2. 
Se le agregan 0,2 volGmenes de Tween 80 a1 1 O/oo 
(p/v> 
Para valorar esta soluci6n, una pequefia alicuota se 
diluye aproximadamente 1000 veces con C1H 0,l N y se deter -
mina la absorbancia a 399 nm. 
La concentraci6n de Meso se calcula utilizando un 
valor de ;g9 : 445 (409). 
V1.b. Ensayo de la actividad. 
La actividad de FeQ se mide segGn una modificaci6n 
del mgtodo descripto por Cole y col. (303), utilizando 
Meso IX y S04Fe como sustratos. 
Los higados se homogeneizan en 5'volGmenes de Saca- 
rosa 0,25 M, pB: 7,5. Las mitocondrias se precipitan por 
centrifugacibn a 11.000 x g durante 20 minutos y luego se 
lavan 2 veces con buffer Tris-HC1 0,2 M, pH: 8,2 recentri- 
fugando a 11.000 x g cada vez. El precipitado obtenido se 
congela 24 6 48 horas a -20eC, luego se descongela y se 
resuspende en buffer Tris-HC1 0,2 M, pH: 8,2, tal que 1 ml 
de suspensi6n contenga las mitocondrias provenientes de 
0,5 g de higado. 
El medio de incubaci6n contiene en un volumen total 
de 3,4 ml: 120 nmoles de Meso IX; 0,3 ml de Tween 80 a1 1% 
(p/v); 0,3 ml de etanol; 12 umoles de ditiotreitol; 0,15 M 
de Buffer Tris-HC1 (p~: 8,2); 120 nmoles de S04Fe.y 0,5 ml 
de la suspensi6n mitocondrial. Las incubaciones se llevan 
a cabo en frasquitos de vidrio cerrados con tapa de goma. 
Se les evacGa el aire por medio de una aguja (calibre 22) 
insertada en la tapa de goma y conectada a una bomba de 
vacio, durante 5 minutos. Luego se les inyecta Nitrbgeno 
de la misma manera durante 1 minuto, para asegurar una 
atm6sfera anaer6bica en la incubaci6n. 
Se retira la aguja y 10s ensayos se colocan en bafio 
a 372C y se incuban 1 hora, con agitaci6n mechnica, 
En forma paralela se hace el blanco que no contiene 
A1 finalizar la incubacih, 10s tubos se colocan en 
hielo y rbpidamente se les inyecta 0,5 ml de Iodoacetami- 
da 0,4 M utilizando una jeringa y aguja hipod6rmica para 
minimizar la entrada de Oxigeno. Los tubos se agitan y se 
dejan cerrados en frio durante 20 minutos. Este tratamien- 
to se hace para prevenir la destrucci6n aer6bica del meso- 
hemoformado que ocurre, en presencia de tioles, segGn in- 
forman Porra y col. (234). 
La determinaci6n cuantitativa de hemo formado se ha- 
ce por el m6todo del piridin hemocrom6geno (410). Los tubos 
se abren y el contenido de 10s mismos se vuelca en tubos 
de ensayo conteniendo 1 ml de piridina y 0,5 ml de NaOH 
1 N se agitan y se dejan 30 minutos a temperatura ambiente. 
Luego el contenido de cada incubado se separa en dos cube- 
tas, a una de ellas se le agrega 0,05 ml de Ferricianuro 
de potasio 3 mM y a la otra una punta de esp6tula de ditio 
nit0 de sodio y rhpidamente se determina el espectro dife- 
rencial entre el piridin hemocrombgeno reducido y oxidado. 
Los nmoles de mesohemo formado se calculan a partir 
de la diferencia de absorbancia a 547 y 531 nm utilizando 
Para calcular la actividad de FeQ el hemo preformado 
medido en el tubo blanco se descuenta del hem0 formado en 
presencia de Meso ex6geno. 
La actividad de FeQ se expresa como: 
nmoles de Mesohemo / g. higad01 hora. 
VII. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS. 
Los resultados se expresan como la media aritm6tica 
+ 
- el error standard (E.S.). 
Las medias fueron comparadas por el test de Student. 
Para obtener el valor de p se utiliza un grado de libertad 
de n1 + n2 - 2. El nivel de significancia se fija en 
p 1 0,05. 
R E S U L T A D O S .  
I. EFECTO DE LINDANO Y HEPTACLOR SOBRE EL CONTENIDO Y LA 
NATURALEZA DE PORFIRINAS EN HIGADO. 
1.1. Efecto de lindano y heptaclor sobre el contenido heph- 
tico de porfirinas en embriones de pollo de la cepa 
White Leghorn. 
Con el objeto de investigar la capacidad ~orfirinog6 
- 
nica de lindano y heptaclor, embriones de 17 dias de la ce 
-
pa White Leghorn fueron inyectados con distintas dosis de 
10s pesticidas y luego de 24 horas de tratamiento, fub ana 
- 
lizado el contenido de porfirinas en higado. 
En forma paralela, se analiz6 el contenido de porfi- 
rinas de embriones tratados con AIA como patrhn, ya que se 
sabe 6ste es un potente agente porfirinog6nico. 
Como puede verse en la Figura 30, hub0 una gran varia 
- 
bilidad en la respuesta individual a1 tratamiento con 10s 
pesticidas como tarnbi6n para AIA. Tanto lindano como hepta- 
clor a las dosis probadas fueron capaces de incrementar el 
contenido hepbtico de porfirinas. Los aurnentos observados 
fueron de 2.5, 3.6 y 7.7 veces para dosisde 1,2 y 5 mg/huevo 
de lindano y 3, 4.6 y 4.9 veces para heptaclor 10, 15 y 20 
mg/huevo respecto de 10s controles DMSO. 
Los incrementos producidos por 10s pesticidas fueron 
estadisticamente significativos, aunque no llegaron a ser 
del orden del aumento producido por AIA, y la respuesta fue 
dependiente de la dosis de droga, en ambos casos. 
DMSO 
10 15 20Dosis(mg/huevo) 
HEPTACLOR 
Figura 30: Efecto de lindano, heptaclor y A I A  sobre el contenido hepdtico de porfirinas en embriones 
White Leghorn. 
Los embriones de 17 dlas de desarrollo fueron tratados con las drogas 24 horas. Cada punto representa 
un valor individual y las llneas 10s valores medios. * p G 0.05. 
DMSO AIA 
20 Dosis 
HEPTAc Lo 6mg'huevo) 
Figura 31: Efecto de lindano, heptaclor y A I A  sobre el contenido hepdtico de porfirinas en embriones 
New Hamsphire. 
L O $  detalles se indican en la Figura 30. *p ,< 0.005; **p 6 0.002. 
1.2. Efecto de lindano y heptaclor sobre el contenido de 
porfirinas en higado de embriones New Hampshire. 
La capacidad porfirinog6nica de estos pesticidas clg 
rados fue investigada en otra cepa de embriones, New Hamps- 
hire. Tambi6n se analiz6 AIA como droga porfirinog6nica 
patr6n y como se observa en la Figura 31, la respuesta fue 
similar a la de 10s embriones White Leghorn. Hubo varia- 
ciones en la respuesta entre embriones individuales, 10s 
aumentos fueron dosis dependiente y aunque significativos 
no alcanzaron 10s valores promedio de AIA. 
Los incrementos producidos por lindano fueron de 3 
y 4.8 veces el valor de 10s controles, para las dosis de 
1 y 2 mg/huevo respectivamente y para heptaclor de 3 y 4.2 
veces . 
1.3. Naturaleza de las porfirinas acumuladas en el higado. 
Con el objeto de visualizar alguna posible alteraci6n 
en el camino biosint6tico del hemo, fue analizada la naturg 
leza de las porfirinas acumuladas en el higado de 10s embrig 
nes tratados con 10s pesticidas y fue comparada con el pa- 
tr6n de porfirinas hepiiticas de 10s controles con solventes 
DMSO . 
Cuando la cantidad de porfirinas hepiiticas individua- 
les era insuficiente para su aniilisis cromatogriifico, se 
combinaron 10s contenidos extraidos de varios embriones 
como est6 indicado en las Tablas 11, I11 y IV. 
Los resultados mostrados en las Tablas I1 y I11 indi 
- 
can que 10s embriones tratados tanto con lindano como con 
heptaclor a la dosis indicada, acumularon una pequefia can- 
tidad de Uro, Hepta, Hexa y Penta y las porfirinas predo- 
minantes fueron Copro y Proto, ambas en porcentajes simi- 
lares o en algunos casos con mayor cantidad de Copro. 
Los embriones controles presentaron un contenido rnuy 
bajo de porfirinas y por ese motivo el an6lisis no pudo ha -
terse por cromatografia en capa delgada sino por HPLC. Como 
se puede observar en la Tabla IV, kstos ~ 6 1 0  mostraron 
Copro y Proto, siendo el contenido de Copro 8 a 9 veces 
mayor que Proto y en ningGn caso se detect6 porfirinas con 
mayor nGmero de carboxilos. 
Si bien la tgcnica utilizada para 10s embriones con 
DMSO no fue la misma que para 10s tratados, considerando 
que el HPLC es m6s sensible que la cromatografia en capa 
delgada, la diferencia m6s importante es que 10s tratados 
con 1 0 s  pesticidas presentaron toda la serie de porfirinas, 
desde Uro hasta Proto, en tanto que en 10s controles solo 
se detectaron Copro y Proto. 
~demhs, el porcentaje de Proto en 10s tratados f u 6  
siempre superior a1 hallado para embriones con DMSO. As5 
mientras que 10s controles presentaron una relacidn Proto/ 
Copro de 1/9 es decir que la porfirina mayoritaria es Co- 




II. EFECTO DE LINDANO Y HEPTACLOR SOBRE ALA-SINTETASA. 
11.1. Efecto de lindano sobre la actividad de ALA-Sintetasa. 
Con el objeto de ver si lindano afecta la enzima re- 
gulatoria del camino del hemo, se midi6 la actividad de 
ALA-S en higado de embriones de 17 dias de la cepa White 
Leghorn,luego del tratamiento con este pesticida durante 
5 horas. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 
32: se puede ver que a todas las dosis probadas hay aumen -
to de actividad enzimgtica. Con las dosis menores, 0.1 y 
0.2 mg/huevo, se obtuvieron aumentos de 2.4 y 2.8 veces 
en la actividad de ALA-S respecto del control con DMSO 
(3,8 % 0,3 nmoles ALA/~. higado/hora) . Los mayores incremen -
tos se obtuvieron para 0.5 y 2.5 mg/huevo siendo la activL 
dad obtenida en estos casos 6 veces mayor que 10s controles. 
Los aumentos observados para las otras dosis tambign fueron 
importantes y oscilaron entre 4 a 5 veces el valor del con- 
trol. En todos 10s casos 10s aumentos fueron estadistica- 
mente significativos. 
Para 10s estudios posteriores de ALA-S en embriones 
tratados con lindano, se eligi6 la dosis de 0.5 mg ya que 
produjo el mayor increment0 de la actividad enzimgtica y 
la mortalidad a esta dosis fu6 muy baja. 
11.2. Efecto de heptaclor sobre la actividad de ALA-Sintetasa. 
Embriones de 17 dias White Leghorn fueron tratados 
durante 5 horas con distintas dosis de heptaclor y luego 
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se midi6 la actividad de ALA-S para ver si la misma fue 
modificada por el tratamiento. 
Como se puede observar en la Figura 33, heptaclor 
a las dosis ensayadas produjo un aumento de la actividad 
de la enzima regulatoria. 
Con la dosis menor probada (0.5 mg/huevo) la activi 
-
dad de ALA-S se increment6 2 veces respecto del control 
con DMSO, per0 este aumento no fue estadisticamente signi 
-
ficativo. A partir de la dosis de 1 mg/huevo 10s incremen 
-
tos de actividad de ALA-S fueron estadisticamente signifi 
-
cativos y oscilaron entre 3.5 y 4.5 veces respecto del 
DMSO. 
A partir de estos resultados fue elegida para 10s 
trabajos siguientes la dosis 5 6 10 mg/huevo ya que pro- 
ducen un importante aumento de ALA-S con baja mortalidad 
, de 10s embriones. 
11.3. Efecto de la variaci6n del tiempo de tratamiento con 
lindano y heptaclor sobre la actividad de ALA-S. 
En las Figuras 32 y 33 se mostr6 que el tratamiento 
con 10s pesticidas durante 5 horas produjo un increment0 
en la actividad de ALA-S. 
Con el objeto de ver cual era el tiempo minimo de 
tratamiento a1 cual se podia ver algGn efecto sobre la ac 
tividad enzimgtica y por otro lado ver la variaci6n del 
aumento con el tiempo, se midi6 la actividad de ALA-S lue 
- 
go de distintas horas de intoxicaci6n con 0.5 mg/huevo de 

lindano 6 5 mg/huevo de heptaclor hasta las 24 horas luego 
Los resultados mostrados en la Figura 34 indican que 
para Jindano a la 1 1/2 hora de tratamiento ya hay aumento 
de actividad enzimstica. A1 prolongar el tiempo de trata- 
miento el increment0 es cada vez mayor alcanzindose un mhxi -
mo aproximadamente a las 20 horas. 
En el caso de heptaclor se requiere un periodo de trg 
tamiento mayor para detectar efectos sobre la actividad de 
ALA-S, recihn a partir de las 4 horas se observa aumento 
de la actividad enzimhtica que se incrementa con el tiempo 
hasta las 12 horas y luego decae mantenigndose a niveles 
superiores a 10s controles por lo menos hasta las 24 horas 
luego de la inyecci6n. 
La actividad de 10s controles DMSO se mantuvo constan -
te a lo largo del tiempo estudiado. 
11.4. Relaci6n entre el desarrollo del embri6n y el efecto 
de lindano y heptaclor sobre la actividad de ALA-S. 
Con el objeto de investigar la posibilidad de alguna 
relaci6n entre el desarrollo del embri6n y el aumento de 
ALA-S, se estudi6 el efecto de lindano y heptaclor sobre 
la actividad de esta enzima en embriones de 11, 14; 17 y 
20 dias de edad y en pollitos de 2 dias. 
La dosis de droga administrada en cada caso fue la 
equivalente a alguna de las que producen un gran aumento 
de actividad en embriones de 17 dias. Asi, para lindano 
se administr6 0.025 mg/g de peso del embri6n que equivale 
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Figura 34: Cinetica del aumento de ALA-S luegc de la administraci6n de lindano o heptaclor. 
Los embriones fueron tratados con 0,5 mg/huevo de lindano ( A )  o 5 mglhuevo de heptaclor ( m ) .  Los 
controles recibieron DMSO ( 0 ) .  Los puntos representan el promedio de 3 determinaciones y para cada 
deterrninaci6n se juntaron 10s hfgados de 2 embriones. 
a 0.5 mg/huevo para embriones de 17 dias y en el caso de 
heptaclor, 10s embriones fueron tratados con 0.44 mg/huevo 
correspondiente a 10 mg/huevo para embriones de 17 dias. 
El nGmero de embriones utilizados en estas experien- 
cias, vari6 de acuerdo a1 dia de desarrollo estudiado, de- 
bid0 a la diferencia de tamafio de 10s higados. Asi, 6 a 7 
higados fueron combinados para hacer cada determinaci6n de 
actividad a1 dia 11,3 a 4 higados para el dia 14; 2 para 
10s dias 17 y 20 y animales individuales para el caso de 
10s pollitos. 
Los resultados mostrados en la Figura 35 corresponden 
a1 promedio de 2 experiencias. Como se observa, la activi- 
dad de ALA-S en embriones normales y tratados con el sol- 
vente DMSO no presentaron variaciones significativas con 
la edad del animal. Las dos drogas fueron capaces de incre 
mentar 10s niveles de ALA-S en cualquier etapa del desarro 
110 obtenibndose mayor increment0 de actividad a mayor edad 
del embribn, encontrhndose un mgximo de aumento para embrio -
nes de 20 dias o sea.justo antes del nacimiento. 
En 10s pollitos, a pesar de estar aumentada la acti- 
vidad de la enzima respecto a 10s controles y normales, hay 
una disminuci6n de la respuesta a las drogas, respecto a 
embriones de 17 y 20 dkas. 
11.5. Efecto "in vitro" de lindano y heptaclor sobre la 
actividad de ALA-S de higado de embri6n normal. 
Para ver si las drogas mismas eran las responsables 
del aumento de ALA-S hallado "in vivo", se prob6 el efecto 
11 14 17 20 N 23 
Edad del embridn (dias) 
Figura 35: Relaci6n entre la respuesta de ALA-S a lindanc o heptaclor y el desarrollo del embri6n de pollo. ~ 
I 
Los embriones fueron tratados con 0,025 mg/g peso de lindano (A) o 0,44 mglg peso de heptaclor (.),duran- 
te 5 horas. ( e )  DMSO y (0) normales. Los resultados corresponden a1 promedio de 2 experiencias en las 
cuales para cada punto se hicieron 3 determinaciones con 6-7 hfgados en el dfa 1 1 ;  3-4,dja 14; 2,dfas 17 y 
20 e individuales dfa 23. N: nacimiento. 
del agregado de lindano y heptaclor en un ensayo de activi 
dad de enzima de higado proveniente de un embri6n normal. 
Se trat6 de que una de las cantidades de droga ensa -
11 yada fuera alguna de las que in vivo" produjeron un gran 
aumento de actividad. En el caso de lindano eso fue posible, 
per0 don heptaclor debido a su insolubilidad en el medio 
de incubaci6n se debieron utilizar cantidades menores .Asi, 
para lindano se prob6 una cantidad igual y otra 10 veces 
menor y para heptaclor cantidades 10 y 100 veces menores 
a las correspondientes a la inyectada a1 embri6n. 
Como puede observarse en la Tabla V, ninguno de 10s 
dos compuestos fueron capaces, por lo menos a las cantida -
des probadas,de incrementar la actividad de la enzima nor 
ma1 . 
Por lo tanto, de acuerdo a estos resultados y tenien -
do en cuenta adem&, que la cantidad de droga que efectiva -
mente llega a1 higado del embri6n debe ser mucho menor que 
11 la inyectada, se concluye que las drogas per set' no son 
las responsables del aumento de actividad de ALA-S hallado 
1 t in vivo" . 
11.6. Efecto del pretratamiento con Fenobarbital sobre el 
aumento de actividad de ALA-S producido por lindano. 
Fue interesante tratar de dilucidar si el aumento de 
actividad de ALA-S producido por lindano "in vivo", estaba 
mediado por algGn metabolito. 
Para ello, 10s embriones fueron pretratados durante 
1 hora con Fenobarbital (FB) (5 mg/huevo), un inductor de 
T a b l a  V. Efecto "in vitroU d e  lindano y heptaclor s a b r e  
ALA-S d e  hlgado d e  embridn d e  pollo ncrmal, 
CONCENTRACION ACTIVIDAD D E  ALA-S 
D R O G A  
HEPTACLOR 
En e l  medio d e  incubaci6n d e  ALA-S d e  homogenato d e  hfgado 
d e  e m b r i 6 n  normal d e  17 dias fue  agregada la cantidad d e  
pesticida indicada disuelta en 0,1 ml d e  DMSO. A1 control 
s e  a g r e g 6  0,1 ml d e  DMSO. Los datos corresponden a1 prome- 
die d e  3 determinaciones. 
las enzimas microsomales metabolizantes de drogas dependieq 
te del citocromo P450 y luego se les administr6 lindano en 
dosis de 1 y 2 mg/huevo. A1 cab0 de 5 horas de tratamiento 
luego de la inyecci6n del pesticida se determin6 la activi -
dad de ALA-S.  
Como se puede observar en la Figura 36, 10s controles 
que recibieron DMSO luego del pretratamiento con FB, mues- 
tran una alta actividad de ALA-S. Ello se debe a que el FB 
es de por si un inductor de ALA-S. 
Los embriones que fueron tratados con lindano mostrg 
ron un aumento de la actividad enzimhtica. Aquellos que 
fueron pretratados con el inductor, a pesar de presentar 
mayor actividad que 10s tratados con el pesticida solamen -
te, 4stas no superan el valor del control pretratado de la 
manera que se esperaria si el FB potenciara la acci6n por- 
firinoggnica del lindano. 
DMSO 
Figura 36: Efecto del pretrataciento con F B  sobre el aumento de ALA-S producido por Lindano. 
Las barras blanc as corresponden a 10s ernbriones tratadcs con DMSO o lindano y las barras rayadas a 
10s embriones pretratados con F B  (5 mg/huevo). Son datos representativos de 2 experiencias en las 
cuales se hicieron 2 determinaciones para cada lote. 
11.7. Efecto del pretratamiento con fenobarbital sobre el 
aumento de actividad de ALA-S producido por heptaclor. 
Por las mismas razones que las expuestas para lindano, 
se probd el efecto del pretratamiento con F B ,  en dosis de 
5 mg/huevo durante 1 hora, sobre el aumento de ALA-S produ- 
cido por heptaclor. 
Como se observa en la Figura 37, 10s valores de acti- 
vidad enzimdtica de 10s embriones pretratados con FB y tra- 
tados luego con heptaclor, en dosis de 10 y 20 mg/huevo, son 
similares a 10s controles DMSO pretratados con el inductor. 
En estos Gltimos, la actividad enzim6tica observada es mucho 
mayor que la de controles sin pretratamiento con inductor. 
11.8. Efecto de inhibidores de sfntesis de proteinas sobre 
la respuesta de ALA-S a lindano. 
Con el objeto de investigar si en la respuesta de 
ALA-S a lindano estaba involucrada la sfntesis de protefnas, 
se hiciercn experimentos con inhibidores de este proceso, 
tales como cicloheximida (CX) que inhibe especfficamente la 
traduccidn en ribosomas de eucariontes y Actinomicina D 
(Act D ) ,  un inhibidor de la transcripcidn que interfiere en 
la elongacidn de las cadenas de RNAs por unidn a1 terrplado 
de DNA. 
Con el objeto de ver si se producfa el aumento de 
actividad de ALA-S cuando la sintesis de proteinas estaba 
inhibida, se hicieron 10s experimentos de inyecci6n simul- 
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Figura 37: Efecto del pretratamiento con F B  sobre el aumento de ALA-S producido por heptaclor. 
Las barras blancas corresponden a embriones tratados con DMSO 6 heptaclor y las barras rayadas a 
embriones pretratados con F B  (5 mglhuevo). Son datos representativos de 2 experiencias en las cua- 
les fueron hechas 2 determinacioines para cada lote. 
tanea con CX en dosis de 1,2 y 5 uglhuevo. 
Como se puede observar en la Figura 38,cuando se midid 
la actividad enzimdtica a1 cab0 de 2,5 y 5 horas del trata- 
miento conjunto se encontrb que mientras 'la dosis de 1 ugl 
huevo del inhibidor produjo un ligero decrement0 de la res- 
puesta, las dosis de 2 y 5 uglhuevo fueron capaces de blo- 
quear el efecto de lindano sobre ALA-S. Cabe sefialar que 
Rifkind (304) informa que una dosis de 3 ug/huevo de CX de- 
prime la inducci6n de ALA-S por DDC en un 87% y Rifkind y 
col. ( 3 9 1 )  hallaron que una dcsis de 5 uglhuevo de CX es sg 
ficiente para inhibir en un 84 y 58%, 10s incrementos de 
ALA-S producidos por meprobamato y secobarbital, respecti- 
vamente, 4 horas luego de la inyeccibn. 
Los resultados se pueden ver en la Figura 39.  Ciclo- 
heximida rapidamente revirti6 el aumento de actividad enzi- 
mdtica producido por lindano. Mientras la actividad de 10s 
embriones no inyectados con CX se mantuvo elevada, aquellos 
que recibieron el inhibidor a1 cab0 de 2 horis presentaron 
valores del oyden de 10s controles y se mantuvieron en esos 
niveles hasta 4 horas luego de su administraci6n. 
Por lo tanto, teniendo en cuenta que CX bloquea y 
revierte el aumento de actividad de ALA-S producido por lin 
- 
dano, se puede inferir que la misma es dependiente de sinte 
- 
sis de nueva proteina. 
Si bien, 10s resultados obtenidos con CX indican que 
la respuesta de ALA-S a1 pesticida estd involucrada la sin -
tesis de proteinas no indican a qu4 nivel'del mismo, trans- 
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Figura 38; Efecto de la administraci6n conjunta de ciclohexi- 
mida y lindano sobre ALA-S. 
Los embriones fueron tratados con 0,5 mg/huevo de lindano solo 
( 6 )  o junto con C X  en dosis de l ( A ) ,  2 ( 0 )  y 5 ug/huevo (0). 
Los controles recibieron DMSO ( x )  y DMSO con 2 ug/huevo de 
c x  ( 4 3 ) .  
T iempo de tratamiento 
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Figura 39: Efecto de cicloheximida sobre el aumento de ALA-S producido por lindano. 
Los embriones fueron tratados con lindano (0,5 mg/huevo) ( 0 )  y luego de 5 horas se les adrninis- 1 
trb ciclohexirnida (5 ug/huevo) ( )  (0) controles DMSO. 
cripci6n o traduccien, actGa el compuesto clorado en estu- 
dio.. Para tratar de dilucidar esto se hicieron 10s experi- 
mentos con Act D, inhibidor de la transcripci6n. 
En primer lugar se vi6 que sucedia cuando se inyec- 
taba el inhibidor junto con lindano. Los resultados obte- 
nidos se pueden ver en la Figura 40. Actinomicina D en dosis 
de 100 y 200 ug/huevo no produjeron ningGn efecto sobre la 
respuesta de ALA-S a lindano ya que las actividades obteni- 
das en 10s embriones con el tratamiento conjunto fueron del 
orden de las presentadas por embriones tratados con lindano 
solo.Con la dosis de 300 ug de Act D se obtuvo disminucibn 
en la respuesta de ALA-S a lindano per0 no tan neta como la 
que produjo CX. 
ActDnoalter6 la actividad enzimdtica de 10s embriones 
controles. 
En un siguiente experimento, se estudid el efecto de 
Act D luego de producido el aumento de ALA-S por lindano. 
Para ello, 10s embriones se trataron con lindano y a1 cab0 
de 4 horas se les administr6 300 ug de Act D. Com*o se ob- 
serva en la Figura 41, luego de la inyecci6n del inhibidor, 
la actividad de ALA-S aumenta durante las 2 horas siguien- 
tes a la administracibn y a1 cab0 de ese tiempo comienza a 
decaer ligeramente. 
2 1/2 5 
Tiempo de t ratarniento 
(horas) 
Figura 40: Efecto de la administraci6n conjunta de Actinomicina 
D y lindano sobre ALA-S. 
Los embriones fueron tratados con 0,5 mglhuevo de lindano solo 
( e )  6 junto con Act D en dosis de 100 (A), 200 (0) '300 
uglhuevo (0). Los ccntroles recibieron DMSO ( x )  y DMSO-con 
300 uglhuevo de Act D ( @  ) , 

11. 9. Efecto de inhibidores de sintesis de protefnas sobre 
la respuesta de ALA-S a heptaclor. 
Con la idea de tratar de dilucidar el mecanismo de 
acci6n del heptaclor sobre ALA-S se hicieron experimentos 
con inhibidores de sfntesis de protefnas semejantes a 10s 
realizados con lindano. 
En primer lugar se hizo la experiencia de inyecci6n 
conjunta de C X  y heptaclor. Los resultados se pueden obser 
-
var en la Figura 42. 
La dosis menor de C X  ( 1  ug/huevo) produjo una ligera 
disminuci6n de la respuesta de ALA-S a heptaclor per0 a do 
-
sis mayores del inhibidor ( 2 y 5 uglhuevo) se produjo un 
bloqueo del aumento de la actividad enzimtitica. 
Estos resultados indican que la respuesta de ALA-S 
3 heptaclor es dependiente de sintesis de proteinas. 
Los resultados obtenidos a1 administrar C X  (5 ug/hue 
-
vo) luego de 15 horas de tratamiento con heptaclor (Figura 
43) confirmarian este hallazgo. El inhibidor revirti6 el 
aumento producido por el pesticida, a1 cab0 de 1 hora de 
la administraci6n de C X  10s valores de actividad enzimtitica 
decrecieronavalores del orden de 10s embriones controles 
y se mantuvieron en esos niveles hasta 4 horas despues de 
la inyecci6n del mismo. 
Para tratar de dilucidar si la acci6n de heptaclor 
es a nivel de transcripc'ibn o no, se hicieron 10s experi- 
rnentos de inyecci6n conjunta de Act D y el pesticida. 
Tiempo de tratamiento 
(horas) 
Figura 42:*Efecto de la administraci6n conjunta de ciclo- 
heximida y heptaclor sobre ALA-S.  
Los embriones fueron inyectados con 1 0  mg/huevc de heptaclor 
solo (e ) 6 junto con CX l ( A  ) ,  2( 0) y 5 ug/huevo (0 ) .  Los 
controles fueron tratados con DMSO ( x )  o OMSO con C X  (5 ug/ 
huevo. ( 8 ) . 

Tiempo de t&tamiento 
( horas) 
Figura 44: Efecto d e  la administraci6n conjunta d e  Actinomi- 
cina D y heptaclor. 
Los embriones fueron tratados con 15 mg/huevo d e  heptaclor 
solo ( 8  ) 6 junto con Act. D 200 (A ) 6 300 uglhuevo (0 ). 
Los controles recibieron DMSO ( X ) .  
Como se puede observar en la Figura 44, Act D a dosis 
de 200 ug/huevo produjo un ligero decrement0 de la respues- 
ta de ALA-S a heptaclor per0 la misma fue totalmente bloquea 
-
da por 300 ug/huevo del inhibidor. 
11. 10. Distribuci6n subcelular de ALA-S. 
Como se ha seiialado en la Introducci6n de este traba- 
jo, ALA-S en una enzima mitocondrial que es sintetizada en 
el citosol de la celula, mds exactamente en 10s poliriboso- 
mas libres, en forma de un precursor de mayor tamaiio mole- 
cclar. Este precursor sufre un procesamiento proteolftico 
durante la translocaci6n a la mitocondria. 
En condiciones de gran inducci6n, la actividad de 
ALA-S ha sido detectada en el citosol de las celulas de hf 
- 
gad0 de ratas y pollos, per0 no en el hfgado de embribn de 
pollo. 
Con el objeto de ver si luego del tratamiento con 
lindano y heptaclor, la actividad de ALA-S estaba incremen 
- 
tada en las mitocondrias solame~te o en mitocondrias y ci- 
tosol, se hicieron 10s experimentos de distribuci6n subce- 
lular. Con este fin, se separaron las distintas fracciones 
subcelulares del hfgado y se midi6 la actividad de ALA-S 
en dichas fraccio~es. Simultdneamente se midi6 la actividad 
de Succfnico dest~idrogenasa (SDH) como marcador mitocondrial. 
Como la Succinil-CoA sintetasa es una enzima mitocon 
- 
drial, para asegurar que en todas las fracciones haya sufi- 
ciente provisi6n de sustrato, en estas experiencias, la ac -
tividad de ALA-S se midi6 con agre gad0 de Succinil-CoA sin -
tetasa obtenida de Escherichia coli como se describi6 en 
Metodos. 
Los resultadcs obtenidos se pueden ver er la Tabla 
VI,a pesar de cuidadosos y repetidos lavados, en todos 10s 
casos, una parte importante de la actividad tanto de ALA-S 
como de SDH apareci6 en nGcleos. A1 respecto, cabe seiialar 
que hay varios reportes con resultados similares. Gross y 
Hutton (307), estudiando la distribucidn subcelular de 
ALA-S en el higado de ratones porfiricos, h a n  hallado que 
la mayor parte de la actividad aparece en el pre~ipitad~ 
de 600 xg y segtjn 10s autores,esta actividad se debe a c6- 
lulas no rotas o parcialmente rotas. 
En ratas, Kim y Kikuchi (281) han informado que la ac -
tividad total obtenida en el homogenato entero del higado 
fue aproximadamente 30% mayor que la obtenida en el sobre- 
nadante de 600 xg del mismo honogenato, debido a la cosedi -
mentacidn de las mitocondrias con nGcleos y debris celular, 
y Patton y Beattie (33) hallarcn que s6lo el 40% del total 
de actividad de ALA-S del homogenato fu6 recuperada en mi- 
tocondrias, microsomas y sobrenadante. Correia y Meyer (4?1) 
han confirmado por microscopia electrdnica que cornplejos 
de mitocondrias y reticulo endoplasmico rugoso son uno de 
10s principales cornponentes del precipitado 600 xg.  
Petersons y Allred (412) han reportado que el agre- 
gad0 de buffer a1 medio de homogeneizaci6n del higado con- 
TABLA VI. DIST.RIBUCION SUBCELULAR DE ALA-S EN EMBRIONES CONTROLES Y TR4TADOS CON LINDANO 
0 HEPTACLOR. 
FRACC ION 
DMSO LINDANO HEPTACLOR 
Actividad de Actividad de Actividad de Actividad de Actividad de Actividad de 
ALA-S SDH ALA-S SDH ALA-S SDH 
Homogenato 5,8 
NGcleos 3 , 1  
Mitocondrias 1 ,4  
Microsomas - - -  
Ci tosol 
La actividad de ALA-S se expresa como nmoles ALAlg.higadolhora y la actividad de SDH como Unidades 
de enzima/g higad0115 rnin como se describe en Metodos. 
Los embriones fueron inyectados con 0,5 mg/huevo de lindano 6 15 mg/huevo de heptaclor y tratados 
con las drogas durante 5 horaS. Las fracciones subcelulares fueron obtenidas como se describe en 
Metodos. 
duce a la precipitacibn de las mitocondrias a 800 xg por 
agregacibn de las mismas. La preparacibn del homogenato en 
Sacarosa 0,25 M sin agregado de kuffer mejora este aspec- 
to, per0 afin asi han hallado un tercio de la actividad de 
enzimas mitocondriales en la fraccibn nuclear. 
Como a 10s fines del present~e trabajo, interesaba 
ver si luego del tratamiento con 10s pesticidas la activi- 
dad estaba incrementada en mitocondrias solarnente o en mi- 
tocondrias y citosol, se cornpararon las actividades corres -
pondientes a estas fraccio~es. 
Como se puede observar en la tabla, en todos 10s ca- 
sos la mayor actividad enzimdtica estuvo presente en nficleos 
y mitocondrias. Ni en microsomas ni en el citosol pudo me- 
dirse actividad de ALA-S. Como la actividad medida en nfi- 
cleos muy prcbablemente se deba a rnitocondrias coprecipita 
- 
das, se concluye,por estos resultados que la actividad en- 
zimdtica esta incrementada solamente en mitocondrias. 
11. 1 1 .  Efecto de hemina sobre la respuesta de ALA-S a 
lindano. 
El hem0 es el regulador normal de la actividad de 
ALA-S. Con el objeto de investigar si la enzima inducida 
por lindano responde a la regulaci6n por hemo, se hicieron 
10s experimentos con hemina inyectada simultdneamente y 
posteriormente a1 pesticida. 
En primer terminc, se llevaron a cab0 las experiencias 
de la inyecci6n simultdnea de lindanoy hemina (3 y 6 mg/ 
huevo), para ver si estando presente el represor fisiol6- 
gico aGn se obtenfa respuesta. 
Como se puede observar en la Figura 45, luego de 
2,5 horas, 10s embriones que recib,ieron tanto 3 como 6 mg/ 
huevo de hemina presentaron una actividad inferior a 10s 
tratados con lindano solo. A las 5 horas del tratamiento 
conjunto, se puede ver que mientras 10s embriones tratados 
con 6 rng de hemina presentaron una actividad casi del orden 
de 10s controles, aquellos que fueron inyectados con 3 rng 
tambikn tuvieron una actividad enzimstica menor que 10s tra -
tados con lindano. 
La actividad enzim6tica de 10s controles DMSO y de 10s 
controles tratados con hemina nc presentaron deferencias. 
Parecerfa que el sistema responde a la regulaci6n por 
hem0 y la respuesta obtenida a las 5 horas con la dosis me- 
nor de hemina se deba quizds a que la misma no fue suficien 
- 
te para mantener reprimida la enzima por largos tiempos. 
En un experiment0 sigwiente, 10s embriones fueron tra- 
tados con lindano, un tiempo suficiente como para permitir 
que se produzca la inducci6n de ALA-S, y luego se inyect6 
la hemina. 
Como se puede observar en la Figura 46, en estas con 
- 
diciones la hemina revirti6 parcialmente el aumento de ac- 
tividad cnzimdtica causado por el pesticida, ya que luego 
de 2 horas de su administraci6n la actividad fue menor que 
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la presentada por 10s embriones no inyectados y la misma 
se mantuvo en estos niveles hasta luego de 4 horas despues 
de la inyecci6n,y a diferencia de la respuesta obtenida 
con Act D no hay aumento de actividad luego de la inyecci6n 
de rhemina. 
Por lo tanto, teniendo en cuenta que estando presen - 
te la hemina no se obtiene respuesta y que una vez produ- 
cida la inducci6n la misma es parcialmente revertida, se 
concluye que el hemo ejerce su efecto regulatorio en este 
sistema. 
11. 12. Efecto de hemina sobre la respuesta de ALA-S a 
heptaclor. 
Con el objeto de investigar si 10s embriones trata- 
dis con heptaclor tambi6n respondian a la regulacidn por 
hemo, se hiciercn experimentos semejantes a 10s descrip- 
tos anteriormente para lindano. 
~ u a n d o  10s embriones fueron inyectados con 6 mg/ 
huevo de hemina junto con la inyecci6n de 10 mg/huevo de 
heptaclor, como se puede ver en la Fngura 47, la activi- 
dad enzimatica obtenida a las 3 horas fue del orden del 
control en tanto que a las 6 horas fue mayor que 10s de 
DMSO aunque menores que 10s valores de actividad de 10s 
embriones tratados con heptaclor solo. 
Por otra parte si luego de producido el aumento de 
la actividad enzimatica, se administra la hemina, la acti 
- 
vidad decrece y se mantiene en niveles bajos adn 3 horas 
Tiempo de tratamiento (horas) 
Figura 47: Efecto de hemina sobre la respuesta de ALA-S a heptaclor. 
Los embriones fueron tratados con heptaclor (10 mglhuevo) s6lo (.-A) 6 junto con hemina 
(6 mglhuevo) (A . Los controles reckbieran DMSO + hemina (6 mg/huevo) (0 ) .  
* 
despues de la inyecci6n de la misma. Estos resultados pue -
den verse en la Figura 48. 
Por lo tanto, teniendo en cuenta las mismas conside -
raciones que las dichas para lidano, se concluye que la 
induccidn de ALA-S por tratamiento con heptaclor es suscep -
tible a la regulaci6n por el product0 final, hemo. 
Tiempo de tratamiento( horas) 
Figura 48: Efecto de hemina sobre el aumento de ALA-S producido por heptaclor. 
Los embriones fueron tratados con 10 mg/huevo de heptaclor ( 0 )  durante 5 horas y a ese tiempo 
se les administrd 6 mglhuevo de hemina ( 8 ) .  Los controles DMSO recibieron 6 mg/huevo de 
hemina (0 ). 
111. ESTUDIOS SOBRE PORFIRINOGENO CARBOXILIASA. 
Como se ha seiialado en la Introducci6n, PCL es una 
enzima clave en la porfiria inducida po,r compuestos clora -
dos. Por otra parte, segGn 10s resultados aqui obtenidos 
a1 analizar la nakuraleza de las porfirinas acumuladas en 
el higado de 10s embriones tratados con lindano y hepta- 
clor se vi6 acumulaci6n de Uro, Hepta, Hexa y Penta sugi- 
riendo quizas una posible alteraci6n a nivel de PCL. 
En base a ello, pareci6 de interes ver el efecto "in 
vivo" de dichos compuestos clorados sobre la actividad 
de PCL en el higado de embriones de pollo. 
En primer lugar y dada la no existencia de ningGn 
reporte sobre las condiciones de ensayo y medici6n de es- 
ta enzima en esta fuente, se trat6 de caracterizarla. 
Para ello, se estudi6 el efecto de concentraci6n de enzima 
y Uro'gen 111, curso de reaccibn, pH y temperatura de in- 
cubaci6n, aerobiosis, quelantes, tioles, sales halogenadas, 
hierro y PPal. 
111.1. Estudios tendientes a la caracterizaci6n de PCL de 
higado de embri6n de pollo. 
1II.l.a. Efecto de la concentraci6n de enzirna. 
Entre las variables testeadas para determinar las 
. condiciones 6ptimas de medici6n de actividad de PCL, esta 
la concentracidn de proteinas. Cuando se estudi6 su influen 
- 
cia sobre la velocidad de decarboxilaci6n del sustrato 
Uro'gen 111, (Fi gura 4 9 ( A ) )  esta fue lineal hasta una 
Proteinas (mg) 
Figura 49: Efecto de la concentracidn de protefnas sobre la activi- 
di;d de PCL, 
Las condiciones de incubaci6n son las indicadas en Metodos, except0 
la cantidad de protelna. En (A) se representa la velocidad de desa- 
parici6n de Uro'gen ( e )  y aparici6n de Heptalgen (0); Hexalgen o 
Penta1gen (D ) ;  Copro'gen (A ) y productos totales de decarboxila- 
ci6n A En ( B ) ,  la velocidad de formacidn de product0 total ( Q )  
y de Coprolgen ( A )  expresados como actividad especlfica. 
concentraci6n de proteinas de aproximadamente 15 mg y lue- 
go fu6 disminuyendo, Coincidentemente, la formaci6n de pro -
ductos totales (porfirin6genos de 7- t 6- + 5- + 4-COOH) 
aument6 en forma casi lineal hasta esa cantidad de protef- 
nas y luego permanecid constante. 
Si se analiza la formaci6n de 10s distintos porfiri- 
n6genos productos de la decarboxilacidn del Uro'gen, se 
puede ver que Hepta'gen es el que aparece en mayor porcen - 
taje cuando la cantidad de enzima es baja. Su formaci6n 
fu6 proporcional a la cantidad de protelna presente hasta 
5 mg, luego permanecid constant'e entre 5 a 15 mg y final- 
mente mostr6 un 1 igero decremento. 
En todo el rango estudiado, 10s niveles de Hexa y - 
Penta'gen fueron bajos y casi constantes.Si se analiza la 
velocidad de formaci6n del producto final (Copro'gen), se 
puede ver que aument6 en todo el rango en forma proporcio- 
nal a la cantidad de enzima incubada. A partir de una con- 
centracidn de proternas de aproximadamente 15 mg, dande mas 
del 70% del Uro'gen fue consumido, el producto principal 
de decarboxilaci6n f u 6  Copro'gen . 
Si se analiza la Figura 49 (B), se puede ver que 
mientras la actividad especifica para la formaci6n de Copro' 
gen se mantuvo constante en todo el rango, indicando que 
la misma se halla a saturaci6n, la actividad para la de- 
carboxilaci6n del Uro'gen fu6 decayendo a mayor cantidad 
de protefna. Es por ello importante trabajar a relativamen -
te bajas cantidades de enzima. 
1II.l.b. Efecto de la concentraci6n de Uro'gen 111. 
Cuando se estudid el efecto de la variaci6n de la 
concentraci6n de sustrato, Uro'gen I 1 1  (entre 0,5 y 8,4 uM), 
sobre la distribucidn de 10s productos de reacci6n se obtu- 
vieron 10s resultados mostrados en la Figura 50(A). 
Se puede ver que a bajas concentraciones de sustrato 
(menores a 2 uM), Coprotgen fue el porfirindgeno predomi- 
nante. La formaci6n de Copro'gen aumentd en forma propor- 
cional a la concentraci6n del sustrato hasta 1 uM de ~ r o '  
gen, entre 1-2 uM alcanzd 10s valores m%ximos, luego entre 
2 y 4 uM sufri6 un decrement0 y finalmente se mantuvo cons -
tante. 
Hexa y Pentalgen se formaron en cantidades relativa- 
mente bajas y constantes, aunque a altas concentraciones 
de Uro'gen (mayores de 5 uM) tendieron a aumentar ligera- 
mente llegando casi a igual cantidad que Copro'gen. 
Por otra parte, Hepta'gen apareci6 en muy poca canti -
dad cuando la concentraci6n del sustrato fu6 baja, per0 fu6 
aumentando progresivamente y a partir de 2 uM de Uro'gen 
fu6 el principal product0 de decarboxilacidn. 
Si analizamos la Figura 50 (B), donde se representan 
las actividades especfficas, vemos que la curva de forma- 
ci6n de Copro'gen sufri6 un decremento a partir de 2 u M  de 
Uro'gen. En tanto que,la formacidn de productos totales se 
fu6 incrementando corno reflejo de la producci6n de Hepta'gen. 
Figura 50: Efecto de la concentraci6n de Urolgen I 1 1  sobre la acti- 
vidad de PCL. 
Las condiciones de incubaci6n son las indicadas en Metodos except0 
la concentraci6n de Urolgen 111. En (A) estdn representados 10s pro- 
ductos de decarboxilaci6n Heptalgen (0); Hexa'gen + Penta'gen (0 )
y Coprolgen A .  En (B) la velocidad de formacidn de Hepta + Hexa + 
Penta + Copro'gen ( 0 )  y de Copro'gen ( A )  expresados como activi- 
dad especifica. 
La decarboxilaci6n de Urolgen I11 fue estudiada en 
funci6n del tiempo, durante un period0 de 60 minutos. Como 
se puede observar en la Figura 51, el consumo de Uro'gen 
fue rdpido durante 10s primeros 30 minutos y luego fu6 
disminuyendo con el tiempo. La curva de desaparicibn de 
Uro'gen fue acorde con la curva de formacibn de productos 
totales de decarboxilaci6n, donde se vi6 un rdpido incre- 
mento durante 10s primeros 30 minutos y luego un decaimien -
to. 
Mientras Ia velocidad de formaci6n de Copro'gen fue 
lineal hasta 10s 60 minutos, Hepta'gen se formd muy rtipida -
mente durante 10s primeros 15 minutos,luego permanecid 
constante. Los porfirin6genos de 5- y 6-COOH aparecieron 
en cantidades pequefias y constantes durante la reacci6n. 
Asi, a1 principio de la reaccibn hubo una rdpida 
acumulacibn de Hepta'gen en cantidades mayores que 10s 
otros intermediarios y luego permaneci6 constante mientras 
la reacci6n procedib. 
1II.l.d. Determinaci6n del pH 6ptimo. 
La decarboxilacidn de Uro'gen I11 y la formacibn de 
Coprolgen I11 fueron medidas a diferentes valores de pH 
entre 6,2 y 7 , 3 ,  en buffer fosfato. Los resultados mostra- 
dos en la Figura 52 (A) indican que el pH a1 cual se obtu- 
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Figura 51: Distribuci6n de 10s productos de decarboxilaci6n en funcibn del tiempo. 
L ~ s  condiciones de incubaci6n son las indicadas en Metodos, Se represents la velocidad de 
desaparicibn de Uro'gen ( e )  y de aparicidn de Hepta'gen (0); Hexa 6 Penta'gen ( a ) ;  











1II.l.e. Efecto de la temperatura de incubaci6n. 
La actividad de PCL de higado de embri6n de pollo 
fue medida haciendo incubaciones a distintas temperaturas 
entre 25 y 60QC. En la Figura 52 (B) se puede observar que, 
mientras la formaci6n de Copro'gen (segunda etapa) se in- 
crementd muy notablemente con el aumento de la temperatura 
el increment0 relativo en la velocidad de decarboxilaci6n 
de Uro'gen (primera etapa) mostr6 ser ligeramente menor 
a mayores temperaturas. 
Asi, cuando la reacci6n .fu6 llevada a cab0 a 60eC, 
la actividad enzimatica de la segunda etapa se increment6 
2,4 veces respecto a la obtenida a 37QC, mientras que 
para la primer etapa el aurnento fue de 1,2 veces. Ambas 
etapas de la decarboxilaci6n pueden ser medidas aQn a 
25QC. 
1II.l.f. Efecto del precalentamiento sobre la actividad 
de PCL. 
Con el objeto de ver si la gran actividad obtenida, 
a altas temperaturas de incubacibn, sobre todo en la se- 
gunda etapa se debia a una decarboxilaci6n no enzim6tica 
o a la acci6n de un activador fueron realizadas incuba- 
ciones sin enzima y ensayos cruzados con la enzima preca- 
lentada. 
Los resultados obtenidos con 10s blancos sin enzima 
incubados en las rnismas condiciones que 10s ensayos de 
actividad descartan la posibilidad de una decarboxilaci6n 
no enzimdticc por lo menos a 60QC ya que no dieron ningfin 
product0 detectable. 
Por otro lado, 10s resultados del ensayo cruzado 
en el cual una preparaci6n enzimhtica precalentada a 60QC 
fue agregada a una preparacidn no tratada y luego incuba- 
da en condiciones standard (379C), descartan la posible 
presencia de un activador natural cuya acci6n se ponga de 
manifiesto a alta temperatura como puede observarse en la 
Tabla V I I ,  la enzima precalentada a 60" aGn conserv6 cier -
'ta capacidad para decarboxilar Uro'gen per0 no Copro'gen 
(ensayo 2). - 
Cuando esa enzima precalentada fue adicionada a una 
enzima normal (ensayo 3), la actividad obtenida fue ligera- 
mente inferior (para la primer etapa) y mucho menor (para 
la segunda etapa) a1 valor te6rico obtenido como promedio 
de 10s ensayos 1 y 2 y no mayor como debiera esperar si 
hubiera efecto activador. Es mejor ver el comportamiento 
de la segunda etapa (formaci6n de Copro'gen) ya que 6sta 
es la que sufre un mayor efecto de activaci6n por tempera- 
tura (Figura 52 B) y ademas, su actividad es lineal con 
la cantidad de protefna agregada. Por otra parte, la inac- 
tivacidn obtenida luego de la preincubacion a 609C indican 
que es una enzima termoldbil 
1II.l.g. Efecto de GSH, EDTA y aerobiosis. 
Con el objeto de ver si la enzima de embri6n de pollo 
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ciones anaer6bicos, la actividad fue medida en ausencia de 
esos reactivos y por incubacibn en atm6sfera de Oxfgeno. 
Los resultados obtenidos fueron comparados a1 control 9ue 
contiene todos 10s componentes e incubado en anaerobiosis. 
Como puede verse en la Tabla V I I I ,  la anaerobiosis 
fu6 necesaria per0 la enzima no requiri6 GSH ni EDTA. 
El mayor efecto inhibitorio del oxfgeno fue a nivel 
de la segunda etapa, donde el grado de inhibici6n fue casi 
de un 30%, en tanto que la primer etapa no se vib afectado. 
1II.l.h. Efecto de Fosfato de Piridoxal, Cistefna y 
Ditiotreitol y reactivo quelantes de metales. 
De acuerdo a 10s resultados mostrados en la Tab12 I X ,  
el PPal no parece ser un cofactor necesario para PCL de 
embri6n de pollo ya que la actividad enzimdtica no se vi6 
favorecida por su adici6n a1 medio. 
Reactivos protectores de grupos sulfhidrilos, como 
cisteina y Ditiotreitol no mejoraron la actividad enzimd- 
tica, en concordancia a1 no requerimiento de GSH ya visua- 
lizado. Por otra parte, quelantes tales como Dietilditiocar -
bamato, d ,  6 I-bipiridilo y Pirofosfato de sodio, ademds 
del EDTA (Tabla VIII), no tuvieron acci6n sobre la activi- 
dad enzimatica sugiriendo que la PCL de embri6n de pollo 
parece no ser afectada por metales. 
III.1.i. Efecto de haluros de metales alcalinos. 
Como en literatura existen informes que dicen que sa -
les halogenados de metales alcalino-s inhiben PC-L de eritro -
- - 
I-? F I " ~  r 1 1  j r ,m-.m.m :-I n - m  
TABLA V I I I .  EFECTO DE GSH, EDTA Y AEROBIOSIS SOBRE LA ACTIVIDAD DE PCL. 
Desaparicibn de Uro'gen Formacidn de Copro'gen 
E n s a y o  (Porf i rinas de 7-+6-+5-+4-COOH) (Porf irina de 4-COOH) 
Act.especffica Act. relativa Act. especlfica Act. relativa 
(nmoles de porf irinas ( % )  (nmoles de porf irims/ ( % )  




Aerobiosis 0.44 98 0.095 6 8  
- 
- 
El sistema de incubaci6n fue el detallado en M6todos except0 que GSH o EDTA fueron 
omitidos en cada caso o la incubaci6n se 11ev6 a cab0 aerbbicarnente. 
TABLA IX. EFECTO DE FOSFATO DE PIRIDOXAL, CISTEINA, DITIOTREITOL Y QUELANTES SOBRE LA 
ACTIVIDAD DE PCL. 
-- - - -- - -- -- -- 
- -- - 
Desaparicibn de Uro'gen Aparici6n de Copro'gen 
R e a c t  i v o  Concent.raci6n (Porf i rinas de 7-t6-+5-+4-COUH (Porfirina de 4-COOH) 
- 
a g r e s a d o  -specif ica A c t . r e m  Act.especlf ica AC C T e m  (mM) (nmoles porfirinas/ ( % )  (nmoles porfirinasl ( 1 1  30 minlrng proteins) 30 min/mg proteina) 






d ,  4 I-Bipiridilo 0.1 
Pirofosfato de Na 0.1 
Las condiciones de incubaci6n f9ue'ron las detalladas en Metodos, except0 de GSH y EDTA fueron omitidos 
y 10s reactivos indicados fueron adicion-ados en la concentracibn final indicado.- 
citos de ave (153, 1 5 6 ) ,  hojas de tabaco (158) e higado bg 
vino (164), pareci6 de interes investigar el efecto de las 
mismas sobre PCL de higado de embri6n de pollo. 
Como se puede observar en la Tabla X ,  la primer etapa, 
en general, estuvo poco afectada per0 la segunda present6 
un mayor grado de inhibici6n. Asi, una inhibicidn del 59% 
fue encontrada para la formaci6n de Coprolgen tanto para 
NaCl como KC1, mientras que a la misma concentraci6n NaF 
y KF exhibieron un efecto inhibitorio menor, 18 y 27% res- 
pectivamente. Para la pri~er etapa, las inhibiciones halla -
das fueron 32 y 28% para NaCl y KCI, respectivamente, y 9 
y 12% para NaF y KF. 
Los resultados indican asi que la enzima es inhibida 
por sales de potasio o sodio, conteniendo fluoruro o clo- 
ruro como ani6n, estando mas afectada por cloruros. Como 
el grado de inhibici6n producido por cloruro de sodio o 
potasio fue el mismo, parece probable que el efecto inhibi -
torio de 10s haluros de rnetales alcalinos se deba alanidn 
mas que a1 catidn. 
. 
111.1 .j. Efecto de SOpFe sobre PCL. 
- -  - -- -- 
Como ha sido seRalado en la Introducci6n de este tra- 
bajo (Capitulo 1. Secci6n 4) hay muchos informes contrapues -
tos respecto a 1  efecto del i6n sobre PCL y parecid asi 
de interes estudiar su efecto sobre la enzima de embri6n 
de pollo. 
Las incubaciones fueron realizadas con el agregado de 
TABLA X .  EFECTO DE HALUROS DE METALES ALCALINOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE PCL. 
Ensayo 
Desaparicidn de Uro'gen 
Concentracidn (Porfi ri nas de 7-t6-t5-t4-COOH) 
Aparici6n de Copro'gen 
(Porfirina de 4-COOH) 
- 
Act. especifica Inhiblclbn Act. especifica Inhibicibn 
(nmoles de porfirinasl (nmoles porfirinasl 
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Las condiciones de ensayo fueron las descriptas en Metodos except0 que GSH y EDTA fueron omitidos 
y las sales fueron adicionadas en cada caso en la concentraci6n final indicada- 
w w m  
m m -  
. ' 
0 0 0 
cistefna en co~centraci6n 1 mM. Como se muestra en la Ta- 
bla X I ,  el ~e'+ a bajas concentraciones (0,05 y 0,15 mM) 
solo afect6 la segunda etapa de la decarboxiIaci6n. Mien- 
tras que a la mayor concentraci6n probada (0,3 mM) tanto 
la primera como la segunda etapa, se vieron significativa- 
mente disrninuidas, 20 y 7 3 1  respectivamente. 
Realizando 10s ensayos sin cistefna, se obtuvieron 
similares resultados, per0 no se observ6 ninguna inhibi- 
cidn a 0,5 mM de ~e". 
El hecho de que 10s agentez quelantes probados (es- 
pecialmente o( , 4'-bipiridilo) nc hayan mejorado la 
actividad obtenida, sugieren que la concentracidn de ~ e ~ +  
introducida en la mezcla de incubacidn por la preparacidn 
enzim6tica o 10s reactivos debe ser mbs pequeRa que la 
menor concentracidn de SOqFe ensayada aquf. 
111.2, Efecto de lindano y heptaclor sobre PCL de hIgado 
III.2.a. Respuesta de la enzima en embriones New Hampshire. 
Embriones de 17 dfas de la cepa N E W  ~ a m ~ h s h i r e  fueron 
inyectados con 0.5, 1 ,  2 y 3 mg de lindano Y 10 Y 20 mg de 
heptaclor y fueron incubados diferentes tiempos con el ob- 
jet0 de ver si estas drogas que incrementan 10s niveles de 
porfirinas hepaticas y ALA-S, afectan la enzima que decar- 
boxila el Uro'gen. 
Los resultados para la primera y la segunda etapa de 
la decarboxilaci6n del Uro'gen 111 para 1 y 2 mg de lindano 
y para ambas dosis de heptaclor son mostrados en la Figu- 
ra 53. 
En la parte superior de la figura se representan 10s 
resultados'para la primer etapa de la decarboxilaci6n ex- 
pres6da como nmoles de porfirinas de 7- + 6- + 5- + 4-COOHI 
mg proteina/30 min. En la parte inferior, se muestran 10s 
resultados obtenidos para la segunda etapa (formaci6n de 
Copro'gen) expresado cornonmoles de porfirinb~eno de 4-COOH/ 
mg de protefnas/30 min. 
El tratamiento con DMSO durante 6, 14, 18 y 24 horas 
no modifica significativamente la actividad de PCL respec- 
to 2 10s embriones normales. Los valores representados 
corresponden a 24 horas de tratamiento con el solvente. 
Los embriones que recibieron lindano o heptaclor 
mostraron una actividad igual o ligeramente mayor que 
10s cont.roles DMSO, tanto para la primera como para la 
s.egunda etapa de la decarboxilacidn del Uro'gen 111. Los 
incrementos fueron de grado variable de acuerdo a 1  tiempo 
de intoxicaci6n per0 en general el mayor aumento se ob- 
tuvo a mayor t i e ~ p o  de tratamiento con las drogas. Tenien -
do en cuenta estas maximas respuestas la actividad de PCL 
se vi6 incrementadas en ambas etapas en 25% por lindano 
1 y 2 mg y 15 y 205 por heptaclor 10 y 20 mg, respectiva- 
mente. 
En 10s embriones tratados con 0.5 y 3 mglhuevo de 
lindano, durante 6 y 24 horas tampoco se observb disminu- 
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Figura 53: Efecto de lindano y heptaclor sobre PCL de hlgado de 






embriones New Hampshire- 
Los resultados para 6, 14 y 18 horas de tratamiento fueron 10s obte- 
nidos en un experinento donde se juntaron 3 hlgados para cada caso. 
Los valores de normales (m), DMSO (m) y 24 horas son la media de 
5 experimentos en el cual se juntaron 3 hlgados en cada caso. 
actividad enzimdtica mayor que la de 10s controles. 
III.2.b. - Respuesta de la enzima en embriones White Leghorn. 
Con el objeto de estudiar la respuesta de PCL he- 
patica en otra cepa, embriones de 17 dias White Leghorn 
fuercn inyectados con las drogas a las mismas dosis que 
las utilizadas en embriones New Hampshire y fueron incuba -
dos 18 y 24 horas. 
Los resultados se pueden ver en la Figura 54. En esta 
cepa, 10s embriones q u ~  recibieron el so1vent.e DMSO pre- 
sentaron una actividad enzimdtica algo menor que la corres -
pondiente a 10s normales. En tanto que 10s embriones que 
fuercn tratados ya sea con lindano o heptaclor mostraron 
una actividad afin menor que 10s controles DMSO, para ambas 
etapas de la decarboxilacibn. 
La actividad enzimdtica decrece como una funci6n 
del tiempo de intoxicacibn, ya que el efecto fu6 mayor a 
las 24 que a las 18 horas de tratamiento tanto para linda- 
no como para heptaclor. Estos resultados obtenidos con lin -
dano serian concordantes con lo que sucede en cultivos de 
heptocitos de embribn de pollo donde la acumulacibn de Uro 
a las 25 hs. de tratamiento es mayor que a las 18 horas 
(357). 
A las 24 horas de tratamiento, una disminucidn de 
15% y 25% para la primer etapa y 18% y 28% para la segunda 
etapa fue obtenida con lindano en dosis de 1 y 2 mg respec 
- 
tivamente. El decrement0 observado con heptaclor fu6 de 
10% y 15% para la primer etapa y 28 y 40% para la segunda 
Tiempo de Tratamiento (horas). 
Figura 54: Efecto de lindano y heptaclor sobre PCL de hlgado de 
embriones White Leghorn. 
Los resultados son la media de 3 experimentos en 10s cuales se 
juntaron 2-3 hlgados para cada determinacibn. (0) Normal. (m) DMSO. 
para las dosis de 1 0  y 20 mg. respectivamente. 
Pareceria, por lo tanto, que la PCL hepdtica de 
embriones White Leghorn es susceptible a inhibici6n por 
10s pesticidas aquf probados. 
III.2.c. Efecto de lindano y heptaclor sobre PCL hepdtica 
Con el objeto de ver si el desarrollo del animal 
tenia influencias sobre la respuesta de PCL a lindano y 
heptaclor, se estudi6 el efecto de estas- drogas sobre d i -  
cha actividad enzimdtica en embriones de 1 dfa de la cepa 
New Hampshire. 
En este caso, las drogas a igual dosis que las uti- 
lizadas en embriones fueron administradas por inyeccibn 
intraperitoneal disueltas en 0,2 ml de DMSO. Los pollos 
fueron tratados durante 16 horas con las drogas. 
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 
55. Como se puede ver, 10s pollos controles tratados s61o 
con DMSO presentaron una actividad ligeramente superior 
a 10s normales, semejante a la respuesta obtenida en embrio- 
nes de 1 7  dias. Por el contrario, 10s pollos tratados con 
lindano 6 heptaclor, mostraron una actividad menor que 10s 
controles. 
Este decrement0 depende de la dosis de droga adminis- 
trada y el efecto parece ser mayor para lindano que para hep- 
taclor en las condiciones testadas. Asi, la disminuci6n de 
actividad enzimdtica observada para 20 mg de heptaclor 
fueron de 20 y 10% y para 3 mg de lindano fueron de 3 0  y 
DOSIS (mg) 
Figura 55: Efecto de lindano y heptaclor sobre PCL de higado de 
pollos New Hampshire. 
Pollos de 1 dia de edad fueron tratados con las drogas durante 16 
horas: Los resultados son 10s obtenidos en un experiment0 donde 3 
higados se juntaron para cada determinaci6n. (0) N o r m a  (a) DMSO. 
- .  
DMSO L I NDANO HEPTACLOR DMSO LINDANO HEPTACLOR 
Figura 56: Influencia del pretratamiento con SKF-525 A y FB sobre la respuesta de PCL a lindano v heptaclor.' 
Ernbriones New Hampshire fueron pretratados durante 1 hora con SKF-525A (0,5 mglhuevo) (a) 6 FB (5 mg/huevo) 
( 1 .  Luego se les administrd DMSO, lindano o heptaclor ([3) y fueron tratados durante 24 horas. Los re- 
sultados mostrados son 10s representativos de 3 experimentos en 10s que 2-3 higados se juntaron para 
cada determinacih. 
el pretratarniento con SKF produjo un increment0 en la ac- 
tividad mientras que con FB se obtuvo una actividad ligera 
- 
mente menor que sin pretratamiento. 
Para el caso de lindano, sin pretratarniento, la ac- 
tividad enzim6tica obtenida fue superior que 10s contro- 
les DMSO. Cuando antes de la administracidn de este pesti 
- 
cida, se realiz6 pretratamiento durante 1 hora con SKF y 
luego de 24 horas del tratamiento con el compuesto clora- 
do se midi6 PC1 la actividad obtenida fue mayor que las 
ccrrespondientes a lindano sin pretratamiento y a1 con- 
trol SKF. 
Por otra parte, como respuesta a1 pretratamiento con 
FB, la actividad obtenida luego de 24 horas de incubacibn 
con lindano fue mucho menor que la obtenida con lindano 
sin tratamiento previo o con el control FB. Este esquema 
de respuesta se observa tanto para la primera como para 
la segunda etapa de decarboxilaci6n del Uro'gen 111. 
La respuesta obtenida con heptaclor fue similar, 
pretratamiento con SKF produce un aumento de actividad 
y con FB se obtiene una rnenor actividad enzirnstica que la 
droga sola o 10s controles correspondientes. 
IV. ESTUDIOS SOBRE FERROQUELATASA. 
El hemo es formado por la inserci6n del i6n ~e'' en 
el anillo de Proto I X ,  esta reacci6n ~ s t a  catalizada por 
la FeQ. Si bien ALA-S es la enzima velocidad limitante, 
laFeQ como enzima terminal del camino biosintetico del 
hemo, es un potencial sitio regulador secundario. Por lo 
tanto result6 interesante estudiar el efecto de lindano 
y heptaclor sobre esta enzima. 
En primer lugar s e  debia evaluar si el metodo del 
piridin hemocrom6geno era adecuado para la medicidn de la 
actividad o si era necesario emplear un metodo radioacti- 
vo, para ello se probaron varios metodos descriptos para 
embri6n de pollo. 
I 
I l  
IV.l. Ajuste de las condiciones de medicidn de FeQ. 
Con el objeto de evaluar las condiciones de ensayo 
de esta enzima en el higado de embridn de pollo, se prob6 
' .  
en primer lugar el metodo descripto pcr Rifkind (304). 






Para este sistema de medici6n las mitocondrias se obtuvie -
ron por centrifugacidn diferencial a partir de un homoge- 
nato de higado realizado en buffer fosfato de potasio 0,1 
M (pH: 7,4). La mezcla de incubacidn contenia en un volu- 
men final de 2,5 ml: 30 nmol de Proto IX, 100 nmoles de 
S04Fe, 10 umoles de GSH, 0,l ml de Tween 60 1 %  (v/v), 0,1 
ml de Etanol, pellet de 9.000 x g  equivalente a 0,1 g de 
higado y buffer Tris-C1H 0,l M (pH: 8,8). 
Las incubaciones se realizaron durante 2 horas a 
37QC en tubos de Thunberg. Como con el sistema asi descrip -
to no pudo medirse la actividad, se repitid aumentando 4 
y 5 veces la cantidad de mitocondrias, Proto y S04Fe y 
usando Succinato como reductor en lugar de GSH per0 tcdos 
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Luego se probaron 10s ni6todos para la medici6n de 
FeQ de hlgado de rata y cerdo descripto por Porra y Jones 
(410) y el utilizado en nuestro laboratorio para medir la 
enzima de hfgado de rata (413). El medio de incubaci6n del 
primer0 contenia 200 nmoles de Meso, 400 nmoles de S04Fe, 
40 nmoles de GSH, ZOO umoles de buffer fosfato (pH: 7,8) y 
mitocondrias provenientes de 0,25 y 0,5 g de higado, rea- 
lizandose anaerdbicamente la incubaci6n a 37QC durante l 
hora. Para el segundo metodo, el homogenato fue hecho en 
C I K  0,154 M. El medio de incubacibn contenfa 100 nmoles 
de Proto, 200 nmoles de S04Fe, 200 nmoles de Succinato,bu- 
ffer Tris-C1H 0,2 M (pH: 8.2) y mitocondrias provenientes 
de 0,57 g de higado. Las incubaciones se hicieron en aero 
- 
biosis durante 1 hora a 37QC. Por ninguno de estos dos me 
- 
todos pudo medirse satisfactoriamente la actividad de FeQ 
de higado de embri6n de pollo. 
Por Qltimo se decidi6 probar el metodo descripto por 
Cole y col. (303) para la medicibn de FeQ de higado de 
embri6n de pollo en cultivo y hacer sobre el mismo las mo- 
dificaciones que se creyeron necesarias. El medio de incw- 
baci6n descripto contenia 120 nmoles de Meso, 0,3 ml de 
Tween 80 a1 1 %  (p/v), 0,3 ml de Etanol, 12 umoles de Ditio 
- 
eritritol, 120 nmoles de S04Fe, buffer Tris 0,2 M (pH: 8.2) 
y enzima equivalente a 1,25 mg de proteins. En nuestro 
caso utilizamos como fuente enzim6tica el precipitado de 
11.000 x g  como se describi6 en Metodos. 
Se probaron como reductores Ditiotreitol y GSH. Los 
resultados indicaron que Ditiotreitol fue mas efectivo que 
GSH. 
SegGn el metodo original, las incubaciones se hacen 
en tubos de Thunberg a 10s cuales se les hace vacio y flu -
jo de N 2  10 veces en forma alternada. Debido a la dificul- 
tad del manipuleo de un gran nGmero de ensayos por este 
sistema, en lugar de utilizar tubos de Thunberg se prob6 
hacer la incubaci6n en frasquitos pequefios de vidrio cerra -
dos con tapas de goma. A traves de una aguja insertada en 
la tapa se les hace vacfo durante 5 minutos y flujo de N 2 ,  
1 minuto. Los resultados obtenidos asf fueron satisfacto- 
rios. Cuando las incubaciones se hicieron con vacfo per0 
sin flujo de N2, la actividad disminuy6 en 60%. 
Se prob6 tambien la actividad en funci6n de distin- 
tas cantidades de protefnas, desde mitocondrias provenien -
.tes de 0,25 g de higado hasta 1 g. Como se puede observar 
en la Figura 57 a, se obtuvo una respuesta lineal pudien- 
dose determinar una buena actividad ya desde la menor 
concentraci6n de protefna ensayado. 
Respecto a1 tiempo de incubacibn, se hicieron ensa- 
yos a 30, 60, 90 y 120 minutos (Figura 57 b) . La respues - ' 
ta fue bastante lineal observindose un ligero decrement0 
en tiempos largos de incubaci6n. Por ello el mejor resul- 
tad0 s e  obtuvo a 60 minutos. 
Por todo lo expuesto, la medici6n de FeQ se reali- 
zar6 segGn el Metodo de Cole (303) utilizando DTT como 
0.25 0.50 0.75 1 
Fraccidn mitocondrial 
(g. higado) 
l lempo de lncubacion 
(minu tos) 
Figura 57a: Actividad de FeQ en funci6n d e  Figura 57b: Actividad d e  FeQ en funci6n del tiempo 
protefna agregada. 
Las condiciones d e  incubaci6n son las detalla- Las condiciones de incubacidn son las detalladas en 
das en Metodos except0 la cantidad d e  suspen- Mtitodos salvo el tiempo d e  incubacidn. 
si6n mitocondrial. 
reductor, incubando mitocondrias provenientes de 0,25 g 
de hfgado, en frasquitos cerrados con tapas de goma a 
las cuales se les hizo vacio y luego flujo de N p  e incu- 
bando durante 1 hora a 37QC. 
IV.3. Efecto de lindano y heptaclor sobre la actividad de 
FeQ. 
Con el objeto de evaluar si el aumento de actividad 
de ALA-S era consecuencia de una disminuci6n de la activi 
-
dad de FeQ, por efecto de lindano y heptaclor,llevando asi 
a una menor formaci6n de hemo, se midi6 la actividad de 
esta Gltima enzima luego de tratarniento con 10s pesticidas. 
Los resultados obenidos pueden verse en la Figura 
58. Lindano, a la dosis y a 10s tiempos probados prbctica- 
mente no afect6 la actividad de FeQ. 
Por otra parte, el tratamiento con heptaclor produjo 
un decremento significativo en esta actividad enzimbtica. 
Este decremento de actividad de FeQ portratamiento con hep 
taclor podria cont.ribufr en parte al aumento de ALA-S. i 
D I S C U S I O N .  
Lindano y heptaclor fueron capaces de incrementar el 
contenido hepdtico de porfirinas en embriones de 17 dias 
de dos cepas distintas, White Leghorn y New Hampshire. Si 
bien 10s incrementos en 10s niveles de porfirinas hepati- 
cas fueron menores que 10s incrementos producidos por el 
potente agente porfirinogenico AIA, fueron estadfsticamen- 
te superiores a 10s contenidos de 10s embriones controles. 
Los resultados obtenidos con lindano estdn de acuer- 
do con lo reportado por De Matteis quien encontr6 que en 
cultivos de hepatocitos de embri6n de pollo (276) este 
compuesto es activo como inductor de porfiria y corrobo- 
ran en parte 10s hallazgos de Simon y SiL16si (388) y Vila 
y col. (390) quienes en ratas observaron que lindano pro- 
duce alteraciones en algunos pardmetros del metabolismo 
de porf irinas. 
El andlisis de la naturaleza de las porfirinas acu- 
muladas en el higado revel6 que 10s embriones tratados 
tanto con lindano como con heptaclor presentaron una mayor 
relacibn ProtoICopro que 10s embriones controles. 
Otra diferencia importante, es que en 10s controles 
no se detectaron porfirinas distintas de Copro y Proto, 
en tanto que en 10s tratados con 10s pesticidas siempre 
aparecieron, aunque en bajo porcentaje, porfirinas con 
mayor nGmeros de carboxilos desde Penta hasta Uro. 
Si bien la tecnica empleada para el andlisis de por- 
firinas de 10s embriones tratados no fue la misma que la 
utilizada para 10s controles, para 10s primeros fue utili- 
zada la cromatograffa en placa delgada y para 10s Gltimos 
la cromatograffa lfquida de alta presi6n, debido a la baja 
cantidad de porfirinas presentes, hay que tener en cuenta 
que esta Gltima tecnica es de mayor sensibilidad y sin 
embargo en ningGn caso se pudieron detectar las porfirinas 
mds carboxiladas para embriones DMSO. 
Los resultados indicarfan que: a) podrfa haber una 
alteraci6n en el proceso de transformaci6n de Proto en he- 
mo, lo cual producirfa la consiguiente acumulaci6n de Pro- 
to y el aumento de la relaci6n Proto/Copro y b) el hecho 
de hallarse porfirinas tales como Uro y Hepta podria deber- 
se a una falla en la etapa de decarboxilaci6n del Uro'gen 
o simplemente como consecuencia de lo postulado en a) (162). 
Respecto a 10s resultados obtenidos con lindano, se- 
rfan acordes en parte a lo reportado por Sinclair y Granick 
(359) quienes reportaron que lindano produjo acumulaci6n 
de Uro cuando se adiciond a un cultivo de hepatocitos de 
embri6n de pollo, sugiriendo una inhibici6n en la activi- 
dad de PCL. 
Respecto a la enzima regulatoria ALA-S, en ratas, 
Simony ~ikl6si (388) y Vila y col. (390) no vieron altera- 
ci6n de la actividad por efecto de lindano. En cambio, 
De Matteis (299) inform6 que lindano estimula ligeramente 
la actividad de ALA-S, sin causar acumulaci6n de 10s in- 
termediarios del camino, per0 este pesticida potencia la 
porfiria causada en ratas por DDC. 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo in- 
La actividad de ALA-S en 10s distintos estadios del 
crecimiento no presentaron variaciones significativas en 
embriones normales y controles en el periodo estudiado 
desde 1 1  dias de desarrollo hasta 2 dfas luego del naci- 
miento. 
A pesar de no ser significativa la variacidn, se vis- 
lumbra un pequeRo increment0 luego del nacimiento en con- 
cordancia con lo informado por Aragones y col. (414), quie- 
nes utilizando un metodo radioquimico pudieron observar 
mayores diferencias e inclusive un descenso en el dia 15 
del desarrollo. 
Por otra parte, 10s resultados aqui obtenidos duran- 
te el periodo prenatal son acordes a 10s hallados por 
Rifkind y col. (391). Cabe sefialar que otra enzima del ca- 
mino del hemo, la FeQ, tampoco presenta variaciones en su 
actividad durante el desarrollo del embridn de pollo (304). 
Este comportamiento de ALA-S hepatica durante el de- 
sarrollo embrionario del pollo es similar al de otras en- 
zimas.implicadas en distintas vias metabdlicas, tales como 
r-glutamil transferasa (415), glucosa-6-fosfato deshi- 
drogenasa (416), tirosina aminotransferasa (417), uridina 
quinasa (418), lisilhidroxilasa (419) y piruvato carboxi- 
lasa (420). 
Ademds se ha encontrado que hay relacidn entre el de- 
sarrollo del embridn y el aumento de actividad de ALA-S 
como respuesta a1 tratamiento con 10s pesticidas. El maxi- 
mo efecto de lindanoy heptaclor se obtuvo con el embr'ibn 
mas desarrollado. Estos resultados concuerdan con lo infor- 
mado por Rifkind y col. ( 3 9 1 )  quienes tambien hallaron que 
la actividad de ALA-S fue estimulable por diversas drogas 
desde 8 dfas antes del nacimiento con un marcado incremen- 
to justo antes de la eclosibn. 
Respecto a este incremento en la capacidad de estimu- 
laci6n de ALA-S por drogas, previo a1 nacimiento, el compor 
tamiento de la enzima de 10s embriones de pollo seriarr dis- 
tintos a1 comportamiento de la enzima de ratas, conejos y 
cobayos, en estos Gltimos es refractaria a la estimulaci6n 
durante el desarrollo embrionario ( 4 2 1 ) .  
La diferencia entre el pollo y otras especies podria 
estar relacionada a1 hecho de que el embridn de pollo se 
desarrolla en un medio libre de las influencias maternas. 
El mayor incremento en la inducibilidad de ALA-S 
previo a1 nacimiento podrfa deberse a una mayor capacidad 
de respuesta del higado a las drogas o a una mayor y/o m6s 
r6pida acumulacidn de las drogas en el hfgado del embridn 
mas desarrollado. 
Este hecho podria estar relacionado a la acci6n de 
algGn metabolito activo de 10s pesticidas ya que la acti- 
vidad de las enzimas metabolizantes de drogas parece es- 
tar correlacionada a1 desarrollo del embri6n ( 4 2 2 )  . Aun- 
que no explicarfa la menor respuesta obtenida en 10s po- 
110s de 2  d i a ~  de edad,quizds luego del nacimiento el ani- 
mal cootarla con algdn otro mecanismo de detoxificaci6n. 
El pretratamiento de 10s embriones con FB, inductor 
de oxidasa microsomales dependientes de citocromos P-450 
(422-426), sugeririan que la acci6n de ambos pesticidas 
sobre ALA-S no es mediada por metabolitos, por lo menos 
de metabolitos cuya generaci6n dependa de las isoenzimas 
de citocromo P-450 inducibles pof FB. 
Sin embargo, esta hipdtesis no podria descartarse 
totalmente por que el F B  es de por sf un inductor de la 
actividad de ALA-S (391, 424) resultados que aqui fueron 
corroborados, y por otra parte segGn lo reportado por Lim 
y col. (426), el F B  inicialmente hasta 3 horas luego de la 
administraci6n causa una caida en 10s niveles del citocro- 
mo P-450 en higado de embri6n de pollo. Una posibilidad es 
que no haya ocurrido la suficiente metabolizaci6n de 10s 
compuestos clorados y que la pequeRa estimulaci6n de ALA-S 
causada por una minima cantidad de metabolito de ambos pes- 
ticidas no se haya podido medir en las condiciones experi- 
mentales de este trabajo, debido a1 aumento de actividad 
de ALA-S causado por el F B  mismo. 
Por otra parte, 10s resultados de 10s ensayos "in 
vitro" indican que las drogas "per sell no causan activaci6n 
de la enzima. 
En cambio, 10s inhibidores de sfntesis de proteinas 
actuando tanto a nivel de traducci6n como de transcription, 
afectaron la respuesta de ALA-S a 'lindano y heptaclor, in- 
dicando que el aurnento de actividad enzimiitica es resultado 
de una inducci6n de la enzima. 
Cicloheximida fue capaz de bloquear y ademds revertir 
rdpidamente el efecto de 1 indano sobre la actividad-de 
ALA-S. Por otra parte Act D a una dosis de 300 uglhuevo 
inyectado junto c0.n lindano, bloque6 en forma parcial la 
respuesta de ALA-S a1 pesticida. 
Administrado luego,de producida la inducci6n enzi- 
mtitica,fue capaz de causar un ligero decrement0 recien 
luego de 2 horas sin poder anular totalmente el efecto de 
lindano por lo menos durante 10s tiempos ensayados. 
Estos resultados serfan mds compatibles con una ac- 
ci6n de lindano a nivel de traduccibn, concordante a 10s 
hallazgos de Sassa y Granick (50) quienes trabajando en 
cu.ltivos de hfgado de embri6n de pollo habfan clasificado 
a este compuesto clorado dentro de 10s que actGan primaria- 
mente a nivel de traducci6n. 
Avalarfa esta hip6tesis el hecho de que el incremen- 
to de actividad de ALA-S en respuesta a lindano se obtuvo 
a tiempos de tratamiento relativamente cortos (1 112 hora) 
que quizd no sea suficiente si se necesitara de sfntesis 
de nuevos m-RNA. 
Por otra parte, el hecho de que Act D produzca un de- 
crement~ en la respuesta de ALA-S a lindano, sugerirfa que 
este pesticida tambien tendrfa acci6n a nivel de transcrip- 
ci6n. SegGn Tomita y col. (51) el tiempo de vida del m-RNA 
para ALA-S inducida por AIA 6 DDC es de 2-3 horas en culti- 
vo de higado de embri6n de pollo. Asumiendo que el tiempo 
de vida del m-RNA fuera semejante en el embri6n "in ovo", 
si lindano actuara solo a nivel de traduccitjn, la actividad 
de ALA-S deberfa ser similar en presencia o ausencia de 
Act D ya que el nivel de 10s m-RNA preexistentes serfan 
del mismo orden. Esto no ocurri6 asf, 10s embriones tra- 
tados con Act D y lindano en forma simu1,tdnea presentaron 
una actividad menor que 10s tratados con lindano. 
Otras razones por las cuales no podrfa descartarse 
totalmente la posibilidad de una accidn de lindano a ni- 
vel de transcripcibn son: a) que Act D tardara algGn 
tiempo en ejercer su efecto, y durante ese lapso podrfa 
haber sfntesis de nuevos m-RNAs, b) o que la dosis de in- 
hibidor no sea la dptima para la inhibici6n total de esta 
etapa, lo cual serfa poco probable ya que la misma dosis 
(300 uglhuevo) bloque6 totalmente la respuesta a heptaclor 
y c) la similitud entre las curvas de decaimiento por efec- 
to de Act D de ALA-S inducida por lindano,aquf 0btenida;)rlas 
inducidas por AIA 6 DDC en cultivos de hepatocitos de 
embri6n de pollo (248), teniendo en cuenta que estos Glti- 
mos inductores actGan fundamentalmente en la etapa de trans- 
En conclusi6nY de acuerdo a las evidencias aquf obte- 
nidas, lindano parece actuar fundamentalmente a nivel de 
sfntesis de la protefna enzimdtica es decir en la etapa 
de traducci6n aunque no podria descartarse una posible ac- 
cidn a nivel de sfntesis del m-RNA.Cabe seRalar, que con- 
cordante a esta hip6tesis, Sinclair y Granick (251) tambien 
habfan sefialado dos efectos de lindano en el proceso de in- 
ducci6n de ALA-S, un efecto principal en la etapa de traduc- 
ci6n y uno menor a nivel de la transcripcibn. 
De todos modos, para poder aclarar en forma fehacien- 
te cual es el punto de acci6n de lindano en la maquinaria 
de sintesis de ALA-S seria necesario aislar y cuantificar 
la proteina enzimlitica y el mRNA correspondiente. 
Respecto a heptaclor, 10s estudios con inhibidores 
de sintesis de proteinas indicarian que heptaclor actGa a 
nivel de transcripci6r1, ya que estando inhibida la sinte- 
sis de nuevos mRNA no se obtiene respuesta. 
El hecho de que con la dosis menor de Act D (200 ug), 
la actividad obtenida en presencia de heptaclor sea mayor 
que 10s valores controles podria indicar que heptaclor 
ademlis tiene accidn a nivel de traducci6n. Pero si esto 
fuera cierto, con la dosis de 300 ug tambien deberfa obte- 
nerse la misma respuesta ya que tambien habrfa mensajeros 
pre-existentes que pueden ser traducidos a nueva proteina. 
Como lo que se obtuvo fue un bloqueo de la respuesta de 
ALA-S, queda descartada la posibilidad de una acci6n del 
heptaclor a nivel de traduccibn y la respuesta obtenida 
con la dosis de 200 ug probablemente se deba a que la mis- 
ma no fue suficiente como para inhibir totalmente la sin- 
tesis de nuevos mRNA. 
Asi pues, la respuesta de la enzima regulatoria a 
heptaclor es dependiente de la sfntesis de nuevos mensaje- 
rosy es decir que en el proceso 'de sintesis de nueva ALA-S 
actGa fundamentalmente a nivel de transcripcibn. Aunque, 
lo mismo que se dijo para lindano, habria que aislar y cuan- 
tificar el m-RNA correspondiente para confirmar esta hip6- 
tesis. 
El estudio de la distribucidn subcelular de ALA-S in- 
ducida por lindano o heptaclor indica que la enzima no se 
acumula en el citosol, por lo menos en forma detectable 
por el metodo empleado. 
Esto es acorde a lo informado por Tomita y col. (51) 
quienes hallaron que a diferencia de lo que ocurra en ra- 
tas (35, 36), cobayos (37) y pollos adultos (38), en 
embri6n de pollo no se detecta ALA-S citos6lica, aGn en 
condiciones de gran inducci6n por AIA 6 DDC. 
Se sabe que la enzima es sintetizada en el citosol 
en forma de un precursor de mayor tamaRo molecular (57, 58), 
el hecho de que en embridn de pollo esta forma no sea de- 
tectable por metodo colorim~tricos, sugerirfa que es rapi- 
da y eficientemente incorporada a la mitocondria o que no 
es enzimdticamente activa. Esto Gltimo es poco probable, 
teniendo en cuenta que las formas citos6licas de pollos 
(38, 64) y ratas (35-37) son catalfticamente activas y se- 
ghn recientes reportes hay un alto grado de homologfa entre 
el cDNA de la enzima de embri6n de pollo y de rata (73). 
Aunque, hasta el momento no est6 aclarado si la forma pre- 
cursors del hfgado de embri6n de pollo es activa y si la 
protefna enzimatica del pollo adulto es la misma que la 
del embri6n. 
ALA-S inducida tanto por lindano como por heptaclor 
responde a regulaci6n por hem0 ya que se ha visto que la 
administraci6n simultdnea de hemina fu4 capaz de bloquear 
la respuesta a 10s inductores. Por otra parte, cuando la 
hemina fue administrada luego de producido el incremento 
de la actividad enzimatica hubo reversidn de la respuesta. 
A 18s dosis utilizadas, el efecto inhibitorio de hemina 
parece ser mayor que el de Act D per0 no tan pronunciado 
ni persistente como el de CX. 
Whiting y Granick ( 2 4 5 )  habian reportado que una do- 
sis de hemina de 3 mg/huevo administrado a embriones de PO- 
110 que habian sido tratados con AIA 6 DDC durante 9 horas, 
produjo reduccibn parcial del incremento de actividad. Es- 
tos autores han comprobado que esa reducci6n esta correla- 
cionada con disminuci6n de sintesis de la enzima. 
Por 10s estudios del efecto de hemina sobre ALA-S 
hepatica inducida por AIA en ratas ( 2 5 5 )  y pollos adultos 
(38) se ha propuesto que una de las formas de regulacidn 
de hemo es inhibiendo la conversibn de la forma soluble a 
la mitocondrial. Asi, la reducci6n observada, luego de la 
ad ministracidn de hemina, en la actividad de ALA-S mito- 
condrial estuvo balanceada por un incremento de'actividad 
enzimatica en la fracci6n soluble, de tal modo que la ac- 
tividad total no se vi6 disminuida apreciablemente. 
Como ya se ha seiialado, en higado de embriones de 
pollo no se ha podido detectar actividad de ALA-S por me- 
todos colorim4tricos ( 5 1 )  6 por inrnunoprecipitaci6n ( 2 4 5 )  
en la fracci6n citosol del higado de embriones controles, 
tratados con AIA 6 DDC ni en 10s tratados con las drogas 
y hemina. De acuerdo a #stas consideraciones, si bien en 
las experiencias realizadas aqui, la actividad de ALA-S 
se midi6 sin sistema generador de Succ-CoA y por ende s6lo 
se midi6 la actividad de la enzima mitocondrial, seria 
equivalente a la actividad total. Por lo tanto el efecto 
inhibitorio de hemina sobre ALA-S inducida por lindano y 
heptaclor pareceria deberse a inhibicidn de la sintesis. 
La enzima inducida por heptaclor parece ser mds sen- 
sible a1 efecto inhibitorio de hemina. 
Asf, cuando la hemina fu6 administrada simultanea- 
mente con 10s pesticidas, a tiempos cortos (2,5-3 horas 
de tratamiento) no se detect6 practicamente aumento de 
ALA-S en embriones tratados con heptaclor. En tanto que 
para lindano el bloqueo fue algo menor. Por otra parte, 
cuando la hemina fu6 administrada luego de 5 horas de tra- 
tamiento con 10s compuestos clorados, la actividad de ALA-S 
inducida por lindano se mantuvo durante 1 hora antes de co- 
menzar a decaer en tanto que la respuesta de la enzirna de 
10s embriones tratados con heptaclor fu# casi inmediate. 
Estos hallazgos avalarian que lindano actGa fundamen- 
talmente a nivel de traducci6n y heptaclor a nivel de trans- 
cripci6n. Teniendo en cuenta que en cultivos de hepatocitos 
de embri6n de pollo, muchos informes sugieren que el hemo 
en su acci6n regulatoria sobre el camino inhibe la sfntesis 
de ALA-S actudndo primariamente sobre la sintesis del m-RNA 
(57, 252,  2 6 1 - 2 6 3 )  si un inductor actGa a 1  mismo nivel, 
corno seria el caso de heptaclor, habra una mas rdpida inhi- 
bicidn por hemo que si actuara en una etapa distinta como 
en el caso de lindano, ya que 10s m-RNA presentes hasta el 
de 
momento la administracibn de hemina podrian seguir tradu- 
ciendose. 
En cuanto a1 estudio sobre PCL de hfgado de embridn 
de pollo, 10s resultados obtenidos indican que la misma 
presenta caracteristicas similares a 10s hallados para la 
enzima proveniente de otras fuentes. 
Asi, el pH 6ptimo fue 6,8, tanto para la decarboxila- 
ci6n del Uro'gen como para la formacidn de Copro'gen. Este 
valor de pH es coincidente con el reportado para la enzima 
de eritrocitos de conejo (150) y las enzimas purificadas 
de eritrocitos de pollo (167) y eritrocitos humanos (165), 
per0 ligeramente diferente de 10s valores reportados para 
la enzima de hojas de tabaco y eritrocitos de ave que fue- 
ron 6,5 (158) y 7,O (153) respectivamente. 
Chen y Miller (158) habfan informado que la activi- 
dad de PCL de hojas.de tabaco medida como velocidad de for- 
macidn de Copro'gen I 1 1  fue lineal entre 20 y 160 ug de 
protefnas, similar a1 comportamiento de la enzima aquf es- 
tudiada para la cual, la formacidn de Copro'gen fue lineal 
hasta 10s 30 mg de proteinas. 
Las caracteristicas cineticas de PCL de higado de 
embri6n de pollo son acordes a las reportadas para la en- 
zima proveniente de otras fuentes (155, 164-167, 170, 178, 
180, 182) cuando la concentraci6n de Uro'gen es baja o ba- 
jo condiciones en las cuales la relaci6n enzima a sustrato 
es alta, 10s resultados muestran que el producto princi- 
pal de la reacci6n es Copro'gen siendo muy bajo la forma- 
cidn de 10s porfirin6genos intermediarios. 
Esto es lo que ocurre "in vivo" en una c#lula normal, 
en la cual la concentracidn de sustrato estd muy por deba- 
jo de 10s niveles saturantes y el producto predominante es 
Copro'gen . Muy pequeRas cantidades de 10s porfirin6genos 
intermediarios se acumulan o son excretados por organismos 
norrnales. 
Por otra parte, cuando la concentraci6n de Uro'gen 
I 1 1  es muy alta, se acumula Hepta'gen disminuyendo la for- 
maci6n de Copro'gen, sugiriendo que Hepta'gen inhibe su pos- 
terior decarboxilaci6n (182) .  
Este seria el caso de 10s pacientes con Porfiria Cu- 
tdnea Tarda 10s que a1 tener disminuida la actividad de 
PCL tendrdn una relacidn enzima-sustrato baja y el prin- 
cipal producto de la reaccibn serd Hepta'gen. Se producird 
entonces acumulaci6n de Uro'gen y Hepta'gen que luego serdn 
excretados. De hecho, #ste es el rasgo clinic0 en estos pa- 
cientes. 
Los resultados del estudio del proceso de decarboxi- 
laci6n en funci6n del tiempo indicaron que en 10s primeros 
estadios de la reacci6n, Hepta'gen fu6 el Gnico producto 
acumulado similarmente a lo obtenido para PCL de eritroci- 
tos de pollo (182)  e higado de rata (178)  y son acordes 
con la hip6tesis que la decarboxilaci6n total del Uro'gen 
I 1 1  transcurre en dos etapas Uro'gen I 1 1  Hepta'gen I 1 1  
v2 
- Copro'gen 111, como ha sido seiialado por Tomio y 
col. (153), siendo vl la etapa rapida y no limitante de 
la reacci6n total (182). 
Por otra parte, v2 parece ser mds susceptible a la 
acci6n de agentes qufmicos y ffsicos, ya que fu6 la mds 
afectada por aerobiosis, precalentamiento, sales halogena- 
das y hierro. Estos resultados concuerdan con lo informado 
anteriormente para la enzima de eritrocitos de ave (153, 
156). 
A pesar de que el aumento de temperatura favorece 
el proceso de decarboxilaci6n, la inactivaci6n observada 
luego de la preincubaci6n a 60QC indica que es una enzima 
termoldbil. A1 respecto se ha informado que la enzima de 
eritrocitos de ave (153, 156) y de hojas de tabaco (158) 
fueron inactivadas por calentamiento a 60QC durante 5 mi- 
nutos. La de bazo de rat6n (157) qu6 inactivada a 50QC y 
la de hfgado bovino puede ser preincubada a 45QC hasta 
30 minutos con s61o una ligera perdida de actividad per0 
luego de calentamiento a 60QC durante 10 minutos fue total- 
mente inactivada (164). 
San Martin de Viale y col. (156), hallaron que el 
agregado de un extract0 de hfgado de rata calentado a 
100QC activa la enzima de eritrocitos de pollo, en cambio, 
en este trabajo no se ha visto efecto similar a1 agregar 
enzima precalentada a la enzima normal . Un efecto semejan- 
te h a n  reportado Romeo y Levin (157) quienes tampoco halla- 
ron estimulaci6n de PCL de bazo de ratdn por adici6n de so- 
brenadante de homogenato calentado a 60QC durante 10 minu- 
tos. 
La enzima de hlgado de pollo parece no requerir GSH 
ni EDTA per0 sf la incubacidn en condiciones anaer6bicas. 
El efecto inhibitorio del oxigeno tambien ha sido observa- 
do para reticulocitos de conejo (150), eritrocitos de pollo 
(153, 156) e higado de rata (161). 
En concordancia a1 no requerimiento de GSH, se ha 
visto que otros protectores de tioles, como Cisteina y 
Ditiotreitol, no mejoraron la actividad de PCL del embri6n 
de pollo. Este comportamiento es acorde a lo informado por 
Chea y Miller (158) y Koopmann y Batlle (168) para las 
enzimas de hojas de tabaco y Rhodopseudomonas palustris, 
respectivamente, las cuales tampoco vieron mejorada su ac- 
tividad por GSH y cisteina. En cambio, PCL de eritrocitos 
de pollo (153, 156) fue activada por GSH 1 mM aunque inhi- 
bida por cistefna (0,l-1 mM) y PCL de reticulocitos de co- 
nejos (150) vid incremfitada su actividad por GSH (5 mM). 
Por otra parte, reactivos quelantes de metales tales 
como Dietilditiocarbamato,o(.,~ I-bipiridi10,pirofosfato 
de sodio y EDTA, no tuvieron efecto sobre la actividad en- 
zimtitica sugiriendo que PCL de embbi6n de pollo no parece 
ser afectada por metales. A1 respecto, Mauzerall y Granick 
(150) trabajando con PCL de reticulocitos de conejo, habfan 
arribado a resultados similares usando EDTA y &,a('-bipi- 
ridilo. Distinto fu4 el comportamiento reportado para la 
enzima de hojas de tabaco (158), cuya actividad se vid no- 
tablemente incrementada por Dietilditiocarbamato, d,d I -  
bipiridilo y pirofosfato de sodio aunque s610 ligeramente 
por EDTA. Kawanishi y col. (167), han informado que PCL 
purificada a partir de eritrocitos de pollo no fue inhibi- 
da por EDTA ni o-fenantrolina sugiriendo que la enzima 
purif icada no contiene metales. Igual comportamiento mos- 
tr6 la enzima de Rhodopseudomonas palustris (168). 
En concordancia con 10s resultados hallados, se ha 
mostrado que la enzima de higado de rata no fue afectada 
por a,O( I-bipiridilo (427) ni pirofosfato de sodfo (428) 
aunque si ligeramente inhibida por Dietilditiocarbamato(428). 
Por otra parte, PPal no parece ser un cofactor nece- 
sario.en el proceso de decarboxilaci6n del Uro'gen 111, ya 
que la actividad enzimatica de la enzima de embri6n de po- 
110 no se vi6 mejorada por la adicibn de este reactivo. 
Esta falta de requerimiento de cofactores coincide con lo 
hallado para la enzima de eritrocitos de ave (153) y de 
bazo de rat6n (157), ambas no fueron afectadas por agrega- 
do de PPal. Distinta fue la respuesta hallada para la en- 
zima de Rhodopseudomonas palustris (168), que se vi6 inhi- 
bida por la adici6n de este reactivo en concentraci6n 1 
y 25 mM. 
Como se ha seRalado en la Introducci6n, el hierro 
parece jugar un rol clave en la patogenesis de la Porfi- 
ria Cutdnea Tarda (347-349) y de la porfiria inducida por 
compuestos clorados (170, 354-359). En este trabajo se ha 
encontrado que el i6n ~ e * +  a concentraci6n 0,3 mM inhibi6 
73% la segunda etapa de la decarboxilacibn y 20% la primera. 
Las menores concentraciones (0,05 y 0.15 mM) afectaron s61o 
la segunda etapa. Estos ensayos han sido hechos en buffer 
fosfato, que podria. complejar el ibn ~ e ~ + .  Sin embargo, 
Mukerji y Pimstone (429) no han hallado diferencias en el 
efecto inhibitorio del Fe2+ sobre PCL de hfgado de rata 
empleando distintos buffers, la misma fu6 inhibida 45-55% 
por Fe2+, 0.45 mM, independientemente del buffer ut i 1 izado. 
Por otra parte, no se han observado diferencias en 
el efecto del Fe2+ en ausencia o presencia de cistefna, a 
diferencia de lo reportado para la enzima parcialmente 
purificada de hfgado de rata (174) que ensayada bajo ion- 
diciones estrictamente anaerbbicas fue protegida por cis- 
tefna. 
Los res ultados obtenidos constrastarfan con 10s dis- 
tintos informes respecto a que el hierro no tiene efecto 
(172, 173), o produce una ligera inhibicibn (165, 168) o 
requiere preincubacibn con cistefna (169) o incluso que 
activa PCL (171). 
Straka y Kushner (164) han reportado una inhibici6n 
del 5.0% para la enzima purificada a partir de hfgado bovi- 
no per0 a una concentracibn de Fez+. mucho mayor (2-10 mM) 
que la utilizada aquf. Las razones por las cuales hay tanta 
disparidad de resultados no estdn claras per0 hay que tener 
en cuenta que las enzimas provinieron de distintas fuentes 
y las condiciones de medicibn y las metodologfas empleadas 
no fueron las mismas en todos 10s casos. 
Los sustratos de PCL, son aniones multivalentes con 
5 a 8 grupos carboxilos cargados negativamente alrededor 
de un nGcleo tetrapirr6lico relativamente hidrof6bico. El 
hecho de que 10s cloruros y fluoruros de sodio y potasio 
disminuyeran la actividad enzimtltica y que el efecto pa- 
reciera depender del ani6n mas que del catibn, sugieren 
que el o 10s sitios cataliticos o zonas cercanas a 10s 
mismos, pueden contener residuos cargados positivamente 
requeridos para una adecuada orientacidn de 10s sustratos. 
La uni6n del fluoruro o del cloruro a esos sitios cati6ni- 
cos de la enzima cambiarian la carga alrededor del sitio 
activo y de ese modo disminuirian la actividad catalftica. 
Chen y Miller (158) tambien habfan informado que 
cloruros y fluoruros de sodio y potasio inhibieron PCL de 
hojas de tabaco, per0 a diferencia de lo hallado aquf, 
ellos habian encontrado un grado de inhibici6n similar 
para cloruros y fluoruros (90% de inhibici6n a concentra- 
ci6n 0.25 M de las sales de sodio y potasio). 
Cabe seiialar que la carga positiva sobre la enzima 
ya habia sido sugerida por Rfos de Molina y col. (163) a 
consecuencia de estudios de inhibici6n por compuestos fe- 
ndlicos negativamente cargados. Por otra parte, apoyando 
esta hipbtesis, Billi y col. (430) trabajando con dietil- 
pirocarbamato, fenilglioxal, 2,3-butanodiona y por experi- 
mentos de fotooxidacibn en presencia de azul de metileno 
sugieren que el sito activo de PCL de hfgado de rata tiene 
un entorno cargado positivamente y que en dicho entorno se 
hallan arginina e histidina. Koopman y Batlle (168), por 
experimentos similares con enzima proveniente de Rhodopseudo- 
monas palustris, han sugerido que esta enzima requiere uno 
o dos residuos histidina y probablemente lisina para la 
actividad catalftica. 
El efecto diferencial de la temperatura de incubacibn, 
precalentamiento, aerobiosis, hierro, cloruros y fluoruros 
sobre las dos etapas de la decarboxilaci6n observado en el 
presente trabajo, sugerirfan la existencia de a1 menos dos 
sitios catalfticos, que por las consideraciones que Iuego 
se hardn, estarfan ubicados sobre una sola protefna enzi- 
mdtica. 
En relaci6n a la hip6tesis que PCL tiene mds de un 
sitio activo, Tomio y col. (153) en base a1 comportamiento 
de la enzima de eritrocitos de ave hacia diferentes agen- 
tes fisicos y quirnicos, sugieren la existencia de a1 menos 
dos sitios catalfticos diferentes. Estudios posteriores 
de 
realizados con enzima eritrocitos humanos parecerfan indi- 
car que la decarboxilacidn secuencial del Uro'gen a Copro' 
gen ocurre en cuatro diferentes centros activos (175). 
Por otra parte, las siguientes observaciones de li- 
teratura, sugerirfan la existencia de una sola protefna 
enzimdtica que catalizarfa 10s cuatro pasos de la decar- 
boxilacidn del Uro'gen: 
1 )  La relaci6n entre las actividades enzimdticas correspon- 
dientes a la primera y segunda etapa de la decarboxilaci6n, 
desaparici6n de Uro'gen y formaci6n de Copro'gen respecti- 
- 
vamente, se mantuvo constante a traves de las distintas 
etapas de la purificacibn de PCL de eritrocitos de ave (153). 
2) La actividad enzimdtica hacia Uro'gen I y I11 y Penta'gen 
1' y I11 Fue copurificada a partir de eritrocitos humanos 
(159, 165). 
3) Usando Uro'gen I11 y Pentalgen I11 como sustratos, la 
relacidn de actividad decarboxilasa permanece constante a 
medida que la enzima se desnaturaliza por calentamiento y 
las curvas de inmunotitulaci6n con ambos sustratos fueron 
identicas para la enzima purificada de eritrocitos humanos 
(165). 
4) El mismo grado de disminuci6n de actividad de PCL fue 
observado usando como sustratos porfirindgenos de 8-, 7-, 
6- 6 5-COOH para la enzima eritrocitaria de personas porta- 
doras del defect0 genetic0 de porfiria cutdnea tarda (50% 
de disminucidn) (342), como tambien para la enzima hepdti- 
ca de ratas con porfiria inducida por HCB (181). 
Respecto a la respuesta de PCL a lindano y heptaclor, 
10s resultados indican que la misma es dependiente de la 
cepa utilizada y del desarrollo del animal. 
Asf, mientras que en embriones White Leghorn y en 
pollos New Hampshire se observ6 decrement0 de la actividad 
de PCL, en embriones New Hampshire no hub0 disminucidn 
de la actividad enzimdtica. 
La diferencia de susceptibilidad entre las cepas po- 
dria ser consecuencia de diferencias en las caracteristicas 
fenotlpicas del higado. Teniendo en cuenta que: a) Smith 
y col. (356) han informado que la susceptibilidad a la 
acci6n porfirinog4nica del HCB se correlaciona con el con- 
tenido de hierro hepdtico en ratas y b) Sinclair y Granick 
(359), trabajando en cultivos de hepatocitos de embri6n de 
pollo, hallaron que desferrioxamina revierte la acumulaci6n 
de Uro causada por lindano, una posible causa de la diferen- 
te respuesta de la PCL entre las dos cepas de embriones aqui 
utilizadas podria ser diferencias en el contenido hepdtico 
de hierro. 
La respuesta diferencial de PCL de embriones y pollos 
es acorde a lo hallado con clorobencenos. Mono, di y tri- 
clorobencenos producen increment0 en el contenido hepdtico 
de porfirinas en pollos de 1 dfa per0 no en embriones (431). 
Teniendo en cuenta que: a) un decrement0 en la acti- 
vidad de PCL ha sido observado en pollos de 1 dla, mientras 
que en 10s embriones correspondientes no, y b) a1 pretratar 
10s embriones con FB, la actividad enzimdtica decrece, es 
posible pensar que: 1) el sistema metabolizante de drogas, 
regulado por el desarro'llo del animal (421, 422), estd in- 
volucrado en esta respuesta, y 2) la disminuci6n de activi- 
dad de PCL parece estar aso-ciado a la formaci6n de un meta- 
bolito. 
La hipdtesis de que lindano actGa via metabolito ya 
habla sido sugerida por 10s trabajos de Sinclair y col., 
en base a la inhibicidn, causada por SKF-525 A (359) y 
piperonil but6xido (359, 368), sobre la acumulaci6n de Uro 
I 
producida.por efecto del pesticida en cultivos de hepatoci- 
tos de embribn de pollo. 
El hecho de que en embriones New Hampshire, no haya 
decremento de PCL en tanto que ALA-S si estd aumentada, su- 
ggrirfan que la inhibicibn de PCL no es la causa primaria 
del increment0 de ALA-S por efecto de lindano y heptaclor. 
Los resultados de 10s pretratamientos con FB corroboran 
esta hipbtesis ya que este inductor increment6 la respuesta 
de PCL sin alterar la de ALA-S. 
La diferente respuesta de PCL y ALA-S luego del pre- 
tratamiento con FB podria deberse a que 10s tiempos a 10s 
cuales fueron medidas cada una de esas actividades enzimd- 
ticas fueron distintas, PCL luego de 24 horas y ALA-S, a1 
cab0 de 5 horas de tratamiento.Esto ademds sugeriria que 
si bien el decremento de PCL, producido por algGn metaboli- 
to de 10s pesticidas no es la causa primaria del aumento 
de la enzima regulatoria, ALA-S,a largo plazo podria contri- 
buir en parte. 
SegOn 10s resultados obtenidos en el presente traba- 
joy la FeQ, la enzima terminal del camino, no parece ser 
el punto primario desencadenante de la desregulacibn del 
camino del hemo, por efecto de ya sea de lindano o hepta- 
clor. Si bien, como respuesta a1 tratamiento con heptaclor 
se visualizb un decremento en la actividad de esta enzima, 
la magnitud de la misma no es lo suficientemente importante 
como para ser la causa primaria de esta desregulacibn. 
Como se ha seRalado en la Introduccibn de este traba- 
joy la mayor parte del hemo sintetizado en higado es utili- 
zado para la sintesis de citocromo P-450. La inducci6n de 
porfiria experimental es consecuencia de la interacci6n de 
las drogas porfirinog6nicas con las isoenzimas del citocro- 
mo P-450. Como resultado de esa interacci6n puede haber au- 
mento de la destrucci6n de hemo y/6 inhibici6n de la biosin- 
tesis del hemo, produci6ndose en ambos casos una disminuci6n 
del hemo libre regulatorio. Otro mecanismo por el cual tam- 
bien se produce las disminuciones del nivel de hemo es por 
continua remoci6n del mismo. Es el caso de las drogas que 
inducen la sintesis de la apoproteina del citocromo P-450 
y el hemo sintetizado es utilizado entonces para la sintesis 
del citocromo P-450. 
En todos 10s casos, la disminuci6n en el nivel del 
hemo libre trae como consecuencia el aumento en la actividad 
de ALA-S y una mayor sintesis de porfirinas. 
Una caracteristica comGn en todos 10s compuestos in- 
ductores de porfiria experimental es su naturaleza lipofflica. 
SegQn K6sz6 y col. (432), estos compuestos lipofilicos 
alteran el *metabolismo lipfdico, produciendo fluidificacidn 
de la membrana de las organelas y como consecuencia de ello 
una mayor permeabilidad con la consecuente perdida de 10s 
intermediarios del camino. En concordancia con esta hipbte- 
sis, Neilson y col. (433) proponen que hay una correlaci6n 
entre la capacidad fluidificante de membrana y la capacidad 
inductora de porfiria y postulan que la membrana mitocondrial 
serfa el principal lugar de acci6n de estos compuestos. 
En el curso de la biosfntesis del hemo, Copro I 1 1  
pasa de citoplasma a mitocondria. Es posible que por la 
acci6n fluidificante de membrana mitocondrial se vea alte- 
rado el correct0 transporte de Copro I 1 1  a mitocondria. con 
la consecuente disminuci6n de la sintesis de hemo. 
Teniendo en cuenta estas teorias sobre la acci6n de 
10s compuestos porfirinog6nicos, se podrfa pensar que lin- 
dano y heptaclor inducen la porfiria experimental por: 
a) interacci6n con el citocromo P-450 y/o b) alteracidn de 
la permeabilidad de la membrana debido a la alta liposolu- 
bilidad de 10s mismos. 
A esta acci6n primaria de 10s pesticidas se sumaria, 
para el mantenimiento continuado de la sintesis de ALA-S, 
el decremento de actividad de PCL para el caso de lindano 
y el decremento de PCL y FeQ en el caso de heptaclor. 
El decremento de la actividad de PCL podrfa atribufrse 
a una forma de oxigeno activado, generado por interaccidn 
de 10s pesticidas clorados con el citocromo P-450, como ha 
sido sugerido por Sinclair y col. (368). 
En apoyo de esta hip6tesis, se ha informado que en 
ratas la administraci6n de lindano produjo un incremento 
dosis dependiente en el contenido de citocromo P-450 micro- 
soma1 hepatic0 y en la generacidn de ani6n super6xido (02P). 
Este incremento de ani6n superdxido fu6 paralelado por un 
incremento de la peroxidaci6n de lipidos, uno de 10s prin- 
cipales mecanismos de injuria tisular (434). 
En la Figura 59 se esquematiza la posible acci6n de 
lindano y heptaclor sobre el camino del hemo. Estos insec- 
ticidas incrementarfan 10s niveles de citocromo P-450 con 
la subsecuente disminuci6n del nivel de hem0 libre, lo 
cual llevarfa a un aumento de ALA-S por la desregulacibn 
del camino biosint6tico. Por otra parte, la interacci6n 
del insecticida con el citocromo P-450 podrfa generar 02Q 
y como consecuencia de ello se producirfa inhibici6n de 
PCL y alteracibn de la permeabilidad de las membranas. 
Por otra parte, para el caso de heptaclor, se produ- 
I 
cirfa una inhibici6n de FeQ debido a la droga y/6 compues- 



















Figura 59: Posible accidn de lindano y heptaclor sobre el 
camino metab6lico del hemo. 
C O N C L U S I O N E S  
G E N E R A L  
En el presente trabajo de Tesis se ha demostrado que 
10s pesticidas clorados, lindano y heptaclor, son capaces 
de producir porfiria experimental en embridn de pollo "in 
vivo". 
La administracibn de estos compuestos causd un aumen- 
to en el contenido hepdtico de porfirinas y un cambio en 
el patr6n de acumulaci6n, observdndose que en el hfgado de 
10s animales tratados aprecieron Uro, Hepta, Hexa y Penta, 
ademds de Copro y Proto, a diferencia de 10s controles en 
10s que s6lo se vieron las dos Gltimas. Ademds, se vi6 un 
aumento en la relaci6n Proto/Copro. 
Asfmismo, estos compuestos produjeron un aumento de 
actividad de ALA-S hepatica. Dicho aumento se debi6 a una 
inducci6n de la enzima mds que a una activaci6n de la mis- 
ma por las drogas "per se". Aunque resultados negativos, 
no podrfa descartarse que esta inducci6n fuera mediada por 
metabolitos de estos compuestos. 
Los resultados sugieren que lindano actGa fundamental- 
mente a nivel de traducci6n y heptaclor a nivel de trans- 
cripci6n. 
Esta inducci6n de ALA-S puede ser revertida por el 
represor natural de este camino, el hemo. 
Por otra parte, se ha visto que el aumento de ALA-S 
es dependiente de la dosis de droga administrada, del tiempo 
de tratamiento y es observable a cualquier perfodo del desa- 
rrollo del animal, siendo maxima la respuesta justo antes 
del nacimiento. 
Estudiando el efecto de lindano y heptaclor sobre la 
actividad de PCL hepatica en dos cepas distintas de embrio- 
nes, se ha podido determinar que mientras en embriones 
White Leghorn se obtuvo decremento de actividad enzimdtica 
en respuesta a1 tratamiento con dichos compuestos, en em- 
bri6n New Hampshire no. Pero estos Gltimos pretratados con 
F B  sf presentaron disminuci6n de PCL y pollos de 1 dfa de 
edad de esta misma cepa tambitin mostraron decremento de ac- 
tividad de esta enzima. Esto indicarfa que la disminuci6n 
de actividad de PCL no es la causa primaria de la desregu- 
laci6n del sistema ya que en ambas cepas hay aumento del 
contenido de porfirinas y ademds que en la acci6n 
de estos compuestos sobre esta enzima esta involucrado el 
sistema metabolizante de drogas que estd correlacionado con 
el desarrollo del animal. 
Por otra parte, se han aportado algunos datos respec- 
to a caracterfsticas de PCL de higado de embri6n de pollo, 
carentes en el momento de la realizacibn de este trabajo. 
Asf, se ha determinado que esta enzima no requiere GSH ni 
EDTA para su medici6n.que altasconcentraciones del sustrato 
(Uro'gen 1 1 1 )  producen inhibici6n de la actividad, que 
tiene un pH 6ptimo de 6.8, que el aumento de temperatura 
favorece la reacci6n (por lo menos hasta 60QC) y que a1 
igual que la enzima de otras fuentes estudiadas, la primera 
decarboxilaci6n del Uro'gen I 1 1  para Hepta'gen I 1 1  no es la 
etapa limitante de la reacci6n. Ademds, la enzima no requi- 
ri6 fosfato de piridoxal como cofactor y su actividad no se 
vi6 alterada por distintos reactivos quelantes de metales 
ni reactivos para tioles. Oxigeno, fluoruro y cloruro de 
sodio y potasio, hierro y precalentamiento de la enzima, 
produJeron disminuci6n de actividad siendo mds afectada 
en todos 10s casos, la segunda etapa de la decarboxilaci6n. 
Los est udios sobre FeQ indican que heptaclor es ca- 
paz de producir un decremento de esta enzirna, en tanto que 
lindano no, aunque la magnitud de este decremento no seria 
lo suficientemente importante como para ser la causa prin- 
cipal.de1 aumento de ALA-S, aunque podria contribufr en 
parte. 
La acci6n primaria de estos pesticidas, en el desarro- 
1 1 0  de la porfiria podrfa implicar un aumento del consumo 
del hemo libre hepdtico y/o una alteraci6n de la membrana 
mitocondrial con la perdida de 10s intermediarios, ambos 
eventos juntos o separados llevarian a la desregulacidn del 
camino. 
Si bien en la literatura, habia algunos datos respec- 
to a la acci6n de lindano sobre el metabolismo del hemo, 
con respecto a heptaclor no habia ni hay hasta el mornento 
ningGn reporte, de alli la relevancia de 10s resultados 
aqui presentados. 
Teniendo en cuenta que pequefias dosis de drogas por- 
firinogenicas pueden desencadenar o exacerbar 10s cuadros 
de porfiria en personas con el rasgo hereditario de esta 
enfermedad, son importantes 10s resultados aqui hallados 
para prevenir dichos casos, sobre todo atendiendo a la 
amplia utilizacidn de estos plaguicidas. 
Por otra parte, desde el punto de vista b6sico se 
amplfan 10s conocimientos respecto a la accidn bioldgica 
de lindano y heptaclor, sobre todo en lo que concierne a1 
camino del hemo y se aportan datos sobre 10s mecanismos 
moleculares involucrados en el desarrollo de la porfiria 
pbr 10s mismos. 
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